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(54) Title: NOVEL L-FORM BACTERIAL STRAINS, METHOD FOR PRODUCING SAME AND THE USE THEREOF FOR 
PRODUCING GENE PRODUCTS 

(54) Bezeichnung: NEUARTIGE L-FORM -BAKTERIENST AMME, VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG SOWIE DE- 
^3 REN VERWENDUNG ZUR HERSTELLUNG VON GENPRODUKTEN 

\o 

|-**. (57) Abstract: The invention relates to a method for obtaining modified L-form bacterial strains. According to the inventive method, 
l""** (a) an L-form bacterial strain that is adapted to a complex culture medium is alternately cultivated at different temperatures ranging 
from 20 to 40 °C and (b) is fermented when the hydromechanical stress of the cells increases. The invention also relates to modified 
^ L-form bacterial strains which can be obtained according to the inventive method and to the use thereof for producing gene products. 



(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Gewinnung von modifizierten L-Forrn-Bakterienstammen bei dem man (a) einen an ein 
komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form-Bakterienstamm altemierend bei unterschiedlichen Temperaturen im Temperaturbe- 
reich von 20 bis 40 °C kultiviert und (b) bei ansteigender hydromechanischer Belastung der Zellen fermentiert, modifizierte L-Form- 
Bakterienstamme, die gemass dem Verfahren erhaltlich sind, und deren Verwendung zur Herstellung von Genprodukten. 



BNSDOCID <WO 0166776A2_I_> 



WO 01/66776 



PCT/EP01/02630 



Neuartioe L-Fo:nn-Bakterienstainme, Verf ahren zu deren 
Herstellung sowie deren V erwendunq zur Herstellung 

von Genprodukten 

Die Erfindung betrifft zellwandlose bakterielle L-Form-Stamme, 
Verfahren zu deren Gewinnung und deren Verwendung zur Herstellung 
von Genprodukten. 

Kunstlich hergestellte Proteine sind Bestandteil von Arznei- 
mitteln, Lebensmitteln, Waschmitteln und anderen fur den 
taglichen Gebrauch wesentlichen Stoffen und Zusanunensetzungen. 
Zur Herstellung solcher Proteine steht heutzutage eine Vielzahl 
von unterschiedlichen Verfahren zur Verfiigung. Besonders wichtig 
ist in diesem Zusantmenhang die Herstellung von Proteinen in 
Zellkulturen. Die so hergestellten Proteine werden als rekom- 
binant bezeichnet. Die Herstellung oder Expression rekombinanter 
Proteine ist in vielen verschiedenen Zellkultursystemen, auch 
Expressionssysteme genannt, im Stand der Technik bekannt. Je nach 
Typ der verwendeten Zelle unterscheidet man zwischen prokaryoti- 
schen Express ions systemen, wenn Bakterien als Produzentenzellen 
verwendet werden, und eukaryotischen Expressionssystemen, wenn 
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eukaryotische Zellen von Hefen, Pilzen, Pflanzen oder Tieren als 
Produzentenzellen verwendet werden. 

Trotz der Vielzahl der bekannten und verwendeten Systeme lassen 
sich zahlreiche Proteine, insbesondere Membranproteine, bisher 
nicht oder nur mit einer unbef riedigenden Ausbeute und Reinheit 
herstellen. Bei der Verwendung von eukaryotischen Expressions- 
systemen liegen die Ursachen dafvir vor allem im proteolytischen 
Abbau der hergestellten Proteine durch zelleigene Proteasen, in 
der haufig auftretenden Toxizitat der fremden Proteine fur die 
Erzeugerzellen sowie, im Falle von Membranproteinen, in der 
starken Assoziation der hergestellten Proteine mit den Zellmem- 
branen der Produzentenzellen. Hinzu kommt, daJ3 Membranproteine 
nur in geringen Mengen in den Membranen vorkommen und dafl das 
Membranmaterial nur in begrenzten Mengen verfiigbar ist (z.B. bei 
Saugerzellen) . Die Isolierung der Membranen erfordert zudem meist 
material- und zeitaufwendige Abtrennverf ahren, urn storende 
Strukturen wie Zellwand, GeiJJeln, Fimbrien und andere Membran- 
und Zellorganellen zu entfernen. 

Die Produktion rekombinanter Proteine in prokaryotischen 
Expressionssystemen hat den Nachteil, dafl sich die Proteine 
haufig zu funktionell inaktiven Aggregaten im Zytosol oder 
Periplasma, sogenannten "inclusion bodies", zusammenlagern. 
Ferner weisen auch prokaryotische Produzentenzellen zelleigene 
Proteasen auf , welche die hergestellten, fremden Proteine abbauen 
konnen. Aufierdem erschweren bei der Verwendung von E. coli als 
Produzentenzellen haufig toxische Zellbestandteile , insbesondere 
Bestandteile der Zellwande, die Gewinnung von fiir den Verbraucher 
unschadlichen Proteinpraparaten. 

Urn die mit der Produktion von rekombinanten Proteinen in 
prokaryotischen Zellen einhergehenden Nachteile zu iiberwinden, 
wurde im Stand der Technik die Verwendung sogenannter L-Form- 
Bakterienzellen vorgeschlagen. L-Form-Stamme sind Bakterien, 
welche mit einer stark veranderten oder ohne Zellwand wachsen. 
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Nach der Beschaf f enheit der Zellumhullung und ihrer Stabilitat 
lassen sich L-Form-Bafcterienstanime in vier Gruppen unterteilen. 
Spharoplasten-Typ L-Formen besitzen noch Reste der Zellwand, z.B. 
der aufleren Membran, wahrend Protoplasten-Typ L-Form-Zellen 
lediglich von der Zytoplasmamembran umgeben sind. Zellen f welche 
nur unter standigem Selektionsdruck mit Hilf e von Inhibitoren der 
Zellwandbiosynthese (beispielsweise Ampicillin) in der L-Form- 
Phase verbleiben, werden instabile L-Formen genannt. Als stabile 
L-Formen werden dagegen die Stamme bezeichnet, deren Zellen die 
Fahigkeit zur Ausbildung einer Zellwand vollstandig verloren 
haben . 

Die Umwandlung von gewohnlichen Bakterienzellen, sogenannten 
Elternbakterien, in L-Forin-Zellen ist an sich bekannt (J. Gumpert 
und U. Taubeneck, 1983, Experientia Suppl. Vol. 46 227-241; 
L.H. Mattmann, 1993, Cell Wall Deficient Forms, CRC Press, Boca 
Raton. 

Hierbei werden Zellen einer Bakterienart zunachst durch Behand- 
lung mit Substanzen, welche die Zellwandbiosynthese heromen (z. 
B. J3-Lactam-Antibiotika, Vancomycin, D-Cycloserin) oder welche 
die Zellwand abbauen (z.B. lytische Enzyme wie Lysozym) in 
Spharoplasten oder Protoplasten umgewandelt. Diese zellwanddef ek- 
ten Zellen werden auf einem geeigneten Medium bis zur Bildung 
typischer L-Form-Kolonien vermehrt und solange auf L-Form-Medium 
iibertragen, bis ein Wachstum als dichter Kolonierasen erreicht 
ist . 

Als Nahrmedium dient eine Losung, die eine komplexe Nahrkom- 
ponente, vorzugsweise frisch hergestellten Fleischextrakt , zur 
Grundversorgung mit C- und N-Quellen, Aminosauren und Ionen, 
einen Wachstumsstimulator , vorzugsweise Hefeextrakt mit essen- 
tiellen Vitaminen und Aminosauren, einen osmotischen Stabilisator 
zur Vermeidung von Zellyse, vorzugsweise Saccharose oder NaCl, 
einen Membranstabilisator , vorzugsweise Serum und zweiwertige 
Kat ionen wie Mg 2+ , und einen Zellwandbiosynthese-Inhibitor , 
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vorzugsweise fl-Lactam-Antibiotika wie Penicillin, enthalt 
(primares L-Form-Medium) . 

Ein haufig verwendetes komplexes Medium ist L-Form-Standard- 
Medium (LFS) . LFS-Medium enthalt frischen Fleischextrakt mit 
Zusatzen von Hefeextrakt (0,5-1 % w/v) , Pferdeserum (8-10 % v/v) , 
Saccharose (6-10 % w/v), Penicillin (200-1000 U/ml), Bacto-Agar 
(1-1,5 % w/v) . 

Die Abkurzung w/v steht fur Masse pro Volumen, d.h. 10 % w/v 
entsprechen 10 g pro 100 ml. Falls nicht anders angegeben sind 
alle Prozentangaben in der vorliegenden Beschreibung w/v-Angaben. 
Die Abkurzung v/v steht fur Volumen pro Volumen. 

Der Fleischextrakt wird erhalten, indem man 2 kg Rindfleisch mit 
4 1 Wasser fur 1 Stunde im Dampftopf extrahiert, man das Filtrat 
dann mit 0,3 bis 1 % Bacto Pepton und 0,5 bis 2 % NaCl versetzt 
und auf pH 7,0 eingestellt. 

Anschliefiend selektiert man stabile L-Formen, d.h. solche L- 
Formen, welche die Fahigkeit zur Reversion, d.h. zur Resynthese 
der Zellwand in Abwesenheit von Penicillin verloren haben. Dazu 
werden Agarbl6ckchen mit L-Form-Kolonien einer Kultur so lange 
parallel auf LFS-Agarmedium mit und ohne Penicillinzusatz 
iibertragen, bis auf den penicillinf reien Platten nur noch L-Form- 
Kolonien wachsen und keine Reversion mehr erfolgt. Diese stabilen 
L-Form-Kolonien werden vermehrt, bis ein dichter Kolonierasen auf 
den penicillinf reien LSF-Agarplatten erreicht ist. 

Die Herstellung stabiler L-Formen von E. coli wird beispielsweise 
von U. Taubeneck und E. Schumann in Zeitschrift fur Allg. 
Mikrobiologie, Band 6, 1966, Seiten 341-343, und von P. mirabilis 
von U. Taubeneck in Zeitschrift fur Allg. Mikrobiologie, Band 2, 
1962, Seiten 132-156 beschrieben. 
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Die stabilen L-Formen werden anschlieflend an ein Wachstum in 
fliissigem LFS-Medium aciaptiert . Dieses enthalt frisch hergestell- 
ten Fleischextrakt, (2-5 %), Bacto-Pepton (0,5-1 %), NaCl (0,5- 
2 % w/v) , Hefeextrakt (0,5-1 % v/v), Pferdeserum (8-10 % v/v) und 
Saccharose (6-10 %). Hierzu werden Agarblocke (2x2 cm) mit 
reichlich Kolonierasen in 10-40 ml fliissiges LFS-Medium gegeben 
und bei 37 °C unter Schiitteln bebrutet. Eine Optimierung des 
Wachstums in fliissigem LFS-Medium wird durch fortlaufende 
Ubertragung der Kulturen (alle 2-5 Tage) in frisches Medium, bis 
die L-Form-Zellen im Verlauf von 24 Stunden zu Zelldichten von 
10 8 Zellen/ml wachsen, erreicht. Durch fortlaufende Ubertragung 
und Wachstum in frischem LFS-Medium mit stufenweise reduzierten 
Mengen an Serum und Saccharose werden im Verlauf von 50 - 80 
Passagen L-Form-Stamme, z.B. von P. mirabills und E. coll, 
selektiert, die auch ohne Zusatze von Serum und Saccharose gutes 
Wachstum zeigen. Diese konnen dann durch schrittweisen Ersatz des 
Fleischextrakt -Anteils des LFS-Mediums durch andere in ihrer 
Zusammensetzung definierte Nahrkomponenten an ein Wachstum in 
f leischextraktf reien Nahrmedien adaptiert werden. 

Besonders geeignete definierte komplexe Nahrkomponenten zum 
Ersatz des Fleischextrakts sind Brain-heart-inf usion-(BHI ) -broth 
(BHIB), Tryptic-soy-broth (TSOYB), Todd-Hewitt-broth (THEB) und 
L-broth (LB). Die detaillierte Zusammensetzung dieser Nahrkom- 
ponenten ist in den Firmenhandbuchern Merck-Nahrboden Handbuch, 
E. Merck, Darmstadt, 1992 und Dif co-Mannual 10th. Edition 1984, 
Difco Laboratoris Detroit MI USA beschrieben. 

Die bekannten L-Form-Stamme zeigen in diesen Medien aus un- 
erklarlichen Griinden oft unbef riedigendes Wachstum. 

Gumpert et al . offenbaren stabile L-Form-Zellen, die auf die 
Behandlung normaler Bakterienzellen mit ZellwandbioSynthesehem- 
mern wie beispielsweise Ampicillin und gleichzeitige osmotische 
Stabilisierung zuriick gehen. Diese Zellen bilden keine Zellwand 
und kein periplasmatisches Kompartiment mehr aus und weisen 
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keinerlei extrazellular detektierbare Proteasen auf (J. Gumpert, 
E. Schuhmann, U. Taubeheck l'97-l, Zeitschrif t Allg . Mikrobiologie, 
11, 19-33; J- Gumpert, U. Taubeneck 1983, Experientia Suppl. 
Vol. 46, 227-241). 

L-Form-Bakterienstamme sind aus vielerlei Griinden prinzipiell fur 
die Herstellung rekombinanter Proteine geeignet. Beispielsweise 
ist ihre Membran, die fur die Herstellung von Membranproteinen 
ein adaquates Milieu darstellt, von aufien frei zuganglich 
(K. Gura, J. Gumpert, C Hoischen, 1997, 1MB Anual Report 1996, 
101-104; C. Hoischen, K. Gura, C. Luge, J. Gumpert 1997, Journal 
Bacterid. 197, 3430-3436). Ferner weisen Protoplasten-Typ L- 
Form-Stamme auBer der zytoplasmatischen Membran keinerlei 
Zellorganellen auf, von denen das hergestellte Protein abgetrennt 
werden raufi . 

Die DD 269 166 Al beschreibt die Verwendung zellwandloser Gram- 
negativer Bakterien, wie Pseudomonas , Agrobacterium, Proteus und 
Escherichia, sowie Gram-positiver Bakterien, wie Staphylococcus, 
Streptococcus, Bacillus, Lactobacillus, Streptomyces und 
Thermoactinomyces, zur Gewinnung rekombinanter Genprodukte, wie 
Streptokinase, Human- Interf eron-alpha-1 oder Prochymosin. 

Die DD 280 333 Al offenbart ein Verfahren zur Gewinnung milch- 
fal lender Enzyme unter Verwendung von stabilen L-Form-Stammen 
bakteriellen oder pilzlichen Ursprungs . 

Die DD 281 816 A5 betrifft die Herstellung von Serotyp C- 
Streptokinase unter Verwendung von L-Form-Stammen von z.B. 
p. mirabilis und Bac. subtilis. 

Bisher wurde die Gewinnung von mehr als 20 verschiedenen 
Proteinen unter Verwendung von L-Form-Expressions-Systemen 
beschrieben. Die Herstellung der Proteine mit L-Form-Zellen 
erfolgte zum Teil unter halb-technischen Bedingungen in 2 bis 
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100 1 Fermentern (J. Gumpert und C. Hoischen 1998, Current 
Opinion in Biotechnology, 9, '506-509). 

Gumpert und Taubeneck offenbaren L-Form-Stamme, die in der Lage 
sind, in Kulturmedien ohne Zusatz von Serum oder osmotischen 
Stabilisatoren zu wachsen (J. Gumpert und U. Taubeneck 1983, 
Experientia Suppl. Vol. 46 (1983) 227-241). 

Die bekannten L-Form-Zellen sind aufgrund ihrer fehlenden 
Zellwand empfindlich, beispielsweise gegemiber Umgebungsein- 
fliissen und chemischen und physikalischen Veranderungen des 
Wachstumsmediums . Sie eignen sich daher eher fur die Produktion 
von Proteinen in kleinen Mengen, weniger fur Ferment a tionen in 
technischem Mafistab (J. Gumpert und C. Hoischen 1998, Current 
Opinion in Biotechnology, 9, 506-509). 

Die Herstellung rekombinanter Genprodukte in membrangebundener 
Form, wobei die funktionell aktiven Molekiile auf der Aufienseite 
der Zelloberflache frei zuganglich sind (Surface-Display), ist 
sowohl fiir die Untersuchung von Struktur-Funktionsbeziehungen, 
fiir Interaktionsstudien als auch fiir diagnostische und immuno- 
protektive Anwendungen von grofler Bedeutung. Hierbei werden 
antigene Determinant en, single chain Antikorperf ragmente, 
heterologe Enzyme, Polyhistidyl-Tags und Peptidbibliotheken auf 
der bakteriellen Oberflache exprimiert (Stahl, S. und Uhlen, M. , 
TIBTECH 1997, 15, 185-192). Bei den bisher iiblichen bakteriellen 
Zelltypen, die fiir das Surface-Display eingesetzt werden, handelt 
es sich urn Gram-negative E. coll Stamme und Gram-positive Stamme, 
wie z.B. Bac. subtilis und Staphylococcus Arten. 

Beim Surface-Display mit Gram-negativen Stammen wird das 
prasentierte Protein in der Regel mit Proteinkomponenten der 
aufleren Membran, wie OmpA, LamB und PhoE, Flagellenproteinen 
(Flagellin) oder Proteinen der Fimbrien (FimA, FimH) , fusioniert 
und dadurch in der aufleren Membran verankert. Die Nachteile 
dieses Systems liegen darin, dafi (i) die prasentierten Proteine 
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durch innere Membran, Periplasma und Zellwand (Mureinsacculus und 
aufiere Membran) transpoirtiert werden miissen, (ii) dafl die Grofle 
der prasentierten Proteine limitiert ist und (iii) daB durch 
zahlreiche immunreaktive Komponenten der Zelloberf lache eine 
Reihe medizinischer Anwendungen ausgeschlossen bleiben. 

In Gram-positiven Bakterien wird das prasentierte Protein meist 
mit einem Oberf lachenprotein der Zellwand (z.B. Protein A, M6 
Protein) fusioniert und hierdurch in der Zellwand fixiert. 
Nachteilig auf das Surface-Display mit Gram-positiven Bakterien 
wirken sich das Vorhandensein zelleigener Antigendeterminanten 
und das haufige Auftreten extrazellularer Proteasen auf- Das 
prasentierte Protein mufl ebenfalls erst durch die zytoplasmati- 
sche Membran und die Zellwand transportiert werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue L-Form-Stamme fiir 
die biotechnologische Gewinnung von Genprodukten bereitzustellen r 
die eine erhohte Stabilitat gegemiber chemischen, physikalischen 
und mechanischen Belastungen aufweisen und die sich daher 
besonders fur Fermentationen unter technischen Bedingungen und 
insbesondere zur Herstellung membranstandiger Proteine eignen. 

Diese Aufgabe wurde iiberraschenderweise durch ein Verfahren zur 
Gewinnung von modif izierten L-Form-Bakterienstammen gelost, bei 
dem man 

a) einen an ein komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form- 
Bakterienstamm alternierend bei unterschiedlichen Tempera- 
turen im Bereich von 20 bis 40 °C kultiviert, und 

b) die Zellen unter zunehmenden hydromechanischen Belastung 
fermentiert • 

Als Ausgangsstamm fiir Schritt (a) eignen sich grundsatzlich alle 
L-Form-Stamme f insbesondere L-Form-Stamme, die mit Wachstumsraten 
\x > 0 f l h' 1 zu Zellkonzentrationen von 10 8 Zellen/ml wachsen. 
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Erf indungsgemafi werden vorzugsweise stabile L-Formen von 
Bakterien verwendet, 'irfsbeso'ndere stabile Protoplasten-Typ L- 
Formen . 

Es konnen sowohl in f leischextrakthaltigen Komplexmedien, 
vorzugweise LFS-Medium, als auch in f leischextraktf reien 
Komplexmedien, vorzugweise solchen, die auf den oben genannten 
definierten komplexen Nahrkomponenten basieren, besonders 
bevozugt BHIB, stabil wachsende Stamme . eingesetzt werden. 
Fleischextraktfreie Medien sind bevorzugt, da diese reproduzier- 
barer und konstengiinstiger in Herstellung und bei der Gewinnung 
medizinischer Produkte unbedenklicher sind. 

Als Ausgangsstamme geeignete L-Formen werden beispielsweise von 
J. Gumpert und U. Taubeneck 1983, Experientia Suppl . Vol. 46, 
227-241, in der dort zitierten Literatur und in DD 269 166 Al 
beschrieben. Bevorzugte Ausgangsstamme sind die dort genannten 
L-Form-Stamme von Escherichia coll, Proteus mlrabllis und 
Bacillus subtilis. Weitere bevorzugte L-Form-Stamme sind solche 
von Bacillus licheniformis, Nocardia asteroides, Pseudomonas 
stutzeri, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, 
Streptomyces hygroscopicus und Thermoactinomyces vulgaris. Beson- 
ders bevorzugte Ausgangsstamme sind die L-Formen von P. mirabilis 
LVI, P. mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- und Bac. 
subtilis L170. 

Die als Ausgangsstamme des erf indungsgemaflen Verf ahrens bevorzug- 
ten L-Form-Stamme von P. mirabilis LVI , P. mirabilis L99 , E. coli 
LWF+, E. coli LWF- und Sac. subtilis L170 sind in der DMSZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Marscheroder Weg lb, 38124 Braunschweig) hinterlegt. Die 
Hinterlegungsnummern lauten: DSM 7988 {Proteus mirabilis LVI), 
DSM 7990 (Proteus mirabilis L99), DSM 7989 (Escherichia coli 
LWF+), DSM 8012 (Escherichia coli LWF-) und DSM 7978 (Bacillus 
subtilis L170) . 
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Es wurde gefunden, dart sich L-Form-Bakterienstamme, die gemafl den 
obigen Verf ahrensschritten (a)' oder (b), vorzugsweise (a) und (b) 
behandelt wurden, neben einem stabilen Wachstumsverhalten ins- 
besondere durch eine hohe mechanische Belastbarkeit und eine hohe 
Temperaturtoleranz auszeichnen. Sie sind gegeniiber Schwankungen 
der Wachs turns temper atur, der Mediumzusammensetzung, des pH-Werts 
und anderer Fermentationsparameter deutlich widerstandsf ahiger 
und eignen sich daher besonders zur Produktion rekombinanter 
Genprodukte unter technischen Bedingungen. 

Die Schritte (a) und (b) konnen gleichzeitig oder nacheinander 
durchgefiihrt werden. Bevorzugt ist die Reihenfolge Schritt (a) 
gefolgt von Schritt (b) . Der Schritt (a), der Schritt (b) oder 
vorzugsweise beide Schritte konnen ein- oder mehrf ach wiederholt 
werden . 

Der Schritt (a) umfaflt ein mehrstuf iges Wachstumsregime mit 
alternierenden Wachs turns temper a turen. Vorzugsweise wird Schritt 
(a) in der Weise durchfiihrt, dafl man die Temperatur alternierend 
zwischen zwei Temperaturen Tl und T2 variiert, wobei Tl im 
Verlauf des Schrittes (a) gleich bleibt und T2 variiert wird. 
Hierbei liegen die Werte fur T2 vorzugsweise unter dem Wert fur 
Tl. Gemafi einer bevozugten Ausf iihrungsform wird T2 stufenweise 
abgesenkt und nach dem Erreichen der angestrebten minimalen 
Temperatur auf einen Wert oberhalb von Tl erhoht. 

In Schritt (a) wird zunachst die betreffende Kultur in frisches 
Medium iiberimpft und im Schiittelinkubator bei einer konstanten 
Temperatur (Tl) uber 24 bis 36 Stunden als submerse Schiittelkul- 
tur bebriitet (Stufe 1) . Die Kultivierung erfolgt beispielsweise 
in 100 ml Gefaflen, vorzugsweise in 35 ml 3%igem BHI-Medium mit 
Zusatz von 0,5 % Hefeextrakt. Die Kultivierung wird fortgesetzt 
bis eine Zellkonzentration von 10 Zellen/ml erreicht ist. 

Anschliefiend wird ein Teil der Kultur aus Stufe 1 in frisches 
Medium libertragen ( Inokulum etwa 10 % v/v) und bei einer Tempera- 
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tur (T2), die vorzugsweise niedriger als die Temperatur Tl ist, 
iiber einen Zeitraum von Vorzug-sweise 18 bis 48 Stunden, besonders 
bevorzugt 24 bis 36 Stunden bebriitet (Stufe 2). Im Anschlufi an 
Stufe 2 wird die Kultur wieder in frisches Medium iibertragen und 
bei der Temperatur Tl kultiviert (Stufe 3) . Tl ist vorzugsweise 
die fur den Aus gangs stamra optimale Wachstums temperatur , also 
beispielsweise 37 °C, und wird im Verlauf des Schrittes (a) nicht 
verandert, wahrend T2 stufenweise abgesenkt wird, vorzugsweise 
bis auf einen Wert von 20 bis 22 °C besonders bevorzugt etwa 
20 °C. T2 wird vorzugsweise in 5 bis 10 Etappen, vorzugsweise 
etwa 7 Etappen auf die gewunschte Ziel temperatur abgesenkt, so 
daB Schritt (a) vorzugsweise insgesamt 10 bis 20 und besonders 
bevorzugt etwa 14 Stufen umfaflt. In jeder Stufe werden die Zellen 
vorzugsweise fur 18 bis 48 Stunden, besonders bevorzugt 24 bis 
36 Stunden bei der jeweiligen Temperatur kultiviert. Vorzugsweise 
wird die Kultivierung jeweils solange fortgesetzt bie eine 
Zellkonzentration von 10 9 Zellen/ml erreicht ist. 

Die Temperatur T2 wird pro Etappe vorzugsweise um 2 bis 5 °C 
gesenkt, wobei die Temperaturanderung von Etappe zu Etappe auch 
unterschiedlich ausf alien kann. Die Verwendung von mehr als zwei 
unterschiedlichen Tempera turen , also beispielsweise 3 oder 4 
Temperaturen ist mdglich. Nach dem Erreichen der angestrebten 
Minimaltemperatur kann T2 gemafi einer bevorzugten Aus fuhrungs form 
auf einen Wert oberhalb von Tl, vorzugsweise 2 bis 5°C oberhalb 
der optimalen Wachtumstemperatur , beispielsweise also 40°C 
angehoben werden. 

GemaB einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form wird die Kultur 
alle 24 Stunden in frisches Medium gleicher Zusammensetzung 
iibertragen wobei die Wachstums temperatur alternierend gemafl 
folgendem Schema variiert wird: Start: Tl = 37 °C - T2 = 32 °C - 
Tl = 37°C - T2 = 30°C - Tl = 37°C - T2 = 28°C - Tl = 37°C -* T2 
- 26°C - Tl = 37°C - T2 - 24°C - Tl = 37°C - T2 = 22°C - Tl = 
37°C - T2 = 20°C - Tl = 37°C - T2 = 40°C - T2 = 20°C Ende. 
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Als Ergebnis werden Stamme erhalten, die gegeniiber den Ausgangs- 
stammen reproduzierb'arfcr ' iiu Wachstumsverlauf , toleranter 
gegeniiber Wachstumstemperaturen und konstanter in der Wachstums- 
rate sind. 

Im Verfahrensschritt (b) werden die L-Form-Zellen alternierend 
zunehmenden hydromechanischen Belastungen ausgesetzt . Dazu werden 
die in Schritt (a) erhaltenen L-Form-Kulturen als Ausgangsstamm 
bei variierenden Scherkraften und vorzugsweise auch bei variie- 
renden Beliif tungsraten f ermentiert . Variierende Scherkraf te 
lassen sich beispielsweise durch das Variieren der Riihrerdrehzahl 
erzeugen, mit der das Fermentationsmedium geruhrt wird. 

Schritt (b) wird vorzugsweise in einem Fermenter mit einem 
Nettovolumen von 2 1, einer Hohe von 35 cm und einem Durchmesser 
von 18 cm durchgef iihrt , der mit einem Wellendiskusruhrer mit 
einem Durchmesser von 7 cm ausgestattet ist. 

Das Fermentations regime wird beispielsweise so gestaltet, dafl 
nacheinander mehrere Fermenterlauf e durchgef iihrt werden, wobei 
die Zellen eines Fermenterlauf es als Inokulum fur den nachsten 
Fermentationslauf eingesetzt werden. 

Vorzugsweise werden 1000 bis 2000 ml BHIB Medium mit 0,7 % 
Hefeextrakt und 1 % Saccharose mit 10 % (V/V) der Kultur aus 
Schritt (a) bzw. der vorherigen Fermenterkultur beimpft und bei 
konstanter Riihrgeschwindigkeit (Festdrehzahl VF) und Beliif tungs- 
rate bei vorzugsweise 32 °C bis 37 °C f ermentiert. Die Fermenta- 

8 9 

tion wird bis zu einer Zellkonzentration von 10 bis 10 Zel- 
len/ml fortgesetzt (etwa 24 bis 48 Stunden) . Unter diesen 
Bedingungen ist der Sauerstof fverbrauch der L-Form-Zellen stark 
erhoht. Ein Absinken des Sauerstof f part ialdrucks p0 2 auf Werte 
unter etwa 5 % sollte vermieden werden. Hierzu wird bei Erreichen 
eines Sauerstof fpartialdrucks von etwa 5 % die Riihrgeschwindig- 
keit kurzfristig auf einen festgelegten Wert (Umschaltdrehzahl 
VU) erhoht und bei Erreichen eines Partialdrucks von 20 bis 30 
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% auf die Festdrehzahl VF zuriickgesetzt . Die Prozentangabe 
bezieht sich auf die 'sattigdngskonzentration von Sauerstof f in 
dem betreffenden Kulturmedium. Im Verlauf des Schrittes (b) 
werden die Festdrehzahl VF und die Umschaltdrehzahl VU des 
Riihrers in den auf einanderf olgenden Fermenterlaufen verandert. 
Vorzugsweise umfaflt Schritt (b) 5 bis 10, besonders bevorzugt 
etwa 7 Fermenterlauf e . 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsform werden die 
Riihrgeschwindigkeiten in Schritt (b) entsprechend dem f olgenden 
Schema verandert: 



1. 


Lauf : 


VF 




200 


U/min — 


VU 




500 


U/min; 


2. 


Lauf : 


VF 




250 


U/min — 


VU 




500 


U/min; 


3. 


Lauf : 


VF 




300 


U/min — 


VU 




600 


U/min; 


4. 


Lauf : 


VF 




350 


U/min — 


VU 




600 


U/min; 


5. 


Lauf : 


VF 




400 


U/min — 


VU 




700 


U/min; 


6. 


Lauf : 


VF 




450 


U/min — 


VU 




700 


U/min; 


7. 


Lauf: 


VF 




500 


U/min — 


VU 




800 


U/min, 



Die Beluftungsrate wird vorzugsweise auf 0,2 bis 1,0, besonders 
bevorzugt 0,6 bis 1,0 Volumeneinheiten Luft pro Volumeneinheit 
Medium pro Minute (1/1 min) , ganz besonders bevorzugt etwa 0,7 
1/1 min eingestellt. 

Die genaue Zusammensetzung der in den Verf ahr ens schritt en (a) und 
(b) einzusetzenden Nahrmedien wird entsprechend den Stoff- 
wechseltypen und physiologischen Eigenheiten der Elternbakterien 
ausgewahlt. Fur die jeweiligen Aus gangs stamme geeignete Medien 
sind bekannt, siehe z.B. J. Gumpert 1982, Ztschr. Allg. Mikro- 
biol., 22, 617-627. Vorzugsweise werden in den Schritten (a) und 
(b) Brain-heart-infusion-broth (BHIB), Todd-Hewitt-broth (THEB), 
Tryptic-Soy-broth (TSOYB) oder L-broth (LB) als Medium verwendet . 
Fur die erfindungsgemafl bevorzugten Ausgangsstamme eignet sich 
besonders ein Medium folgender Zusammensetzung: BHIB (Fa. Difco) 
3 g, Hefeextrakt (Fa. Difco) 0,5 g, Saccharose 1 g, destilliertes 
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Wasser 100 ml. Ausgehend von den bekannten Medien kann die 
optimale MediumzusammenSetzung fiir Stamme wie beispielsweise 
Streptokokken und Streptomyceten durch routinemaflige Versuchs- 
reihen ermittelt werden. 

Bei der Verwendung der bevorzugten L-Form Aus gangs stamme werden 
als Verfahrensprodukte die modif izierten Stamme P. mirabilis 
LVIWEI, P. mirabilis L99WEI f E. coli LWF+WEI, E. coli LWF-WEI und 
B. subtilis L170WEI erhalten. Diese wurden bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig 
unter den Hinterlegungsnummern DSM 13363 (P. mirabilis LVIWEI), 
DSM 13364 (P. mirabilis L99WEI), DSM 13362 (E. coli LWF+WEI) und 
DSM 13361 (B. subtilis L170WEI) hinterlegt . 

Die nach dem erf indungsgemaJien Verf ahren gewonnenen L-Form-Starame 
weisen im Vergleich zu den Ausgangsstammen neben den bereits 
genannten folgende Vorteile auf : unmittelbare Einsetzbarkeit in 
Fermentationen, homogenere Zellpopulationen mit geringeren 
Anteilen an lysierenden Zellen, stabilerer Stof fwechsel , hohere 
Zellzahlen, hohere Biomassekonzentrationen, hohere Verdopplungs- 
raten in der exponentiellen Wac hs turns phas e , giinstigere pH- 
Profile, bessere Vertraglichkeit von Antischaummitteln, bessere 
Tolerierung von hoheren Riihrgeschwindigkeiten. Die Zellen konnen 
im Temper aturbereich von 20 bis 40 °C unmittelbar bei der fiir die 
Gewinnung des gewiinschten Genprodukts geeigneten Temperatur 
fermentiert werden. 

Ein weiterer Vorteil der modif izierten L-Form-Stamme ist darin 
zu sehen, daB sie in verf ahrenstechnisch relevanten Nahrmedien 
wie BHIB, THEB, TSOYB, ggf . mit Zusatz von Hefeextrakt (0,5-1%) 
ein verbessertes Wachstum zeigen. 

Fiir P. mirabilis LVI WEI wurden im Vergleich zum Ausgangsstamm 
beispielsweise folgende Werte erzielt: 
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Parameter 



Ausgangsstamm modif izierter Stamm 



maximale Zellzahl 



1 x 10 c 



maximale Verdopplungs- 0,8-1,2 
zeit 

maximal erzielbare 3-4 
Biomassekonzentration 

maximal tolerierte 500-600 
Riihrgeschwindigkeit 

Temperaturbereich fiir 28-38 
stabiles Wachstum 



8 x 10 10 Zellen/ml 
0,5 bis 0,7 Stunden 

5 bis 8 g/1 

600 - 800 U/min 

20 - 40 °C 



Ahnliche Verbesserungen wurden fiir die iibrigen L-Formstamme 
gefunden. 

Die nach dem erf indungsgemaflen Verf ahren gewonnenen L-Form-Stamme 
eignen sich daher insbesondere fiir Fermentationen in Ruhr- und 
Airlift-Fermentern von 2 - 300 1 und sind aufgrund ihrer guten 
Suspendierbarkeit , ihres Tolerierungsvermogens von Antischaum- 
mitteln und hydromechanischen Stressf aktoren verf ahrenstechnisch 
vorteilhaft handhabbar. 

Im Vergleich zu den zytoplasmatischen Membranen der Ausgangs-L- 
Form-Stamme zeigen die zytoplasmatischen Membranen der erfin- 
dungsgemafi gewonnenen L-Form-Stamme charakteristische Unter- 
schiede im Proteinmuster . Sie sind beispielhaft fiir E. coli LWF+ 
und E. coli LWF+WEI in den Ausf uhrungsbeispielen beschrieben und 
weisen auf genotypische und phanotypische Veranderungen hin. 

Weitere genotypische Veranderungen in den neuen Stammen manife- 
st ieren sich in Unterschieden in den Bandenmustern der chromoso- 
malen DNA nach Verdau mit Restriktasen und Auftrennung mittels 
Pulsfeld-Gelelektrophorese. Sie sind fur E. coll LWF+ und E. coli 
LWF+WEI ebenfalls in den Ausfiihrungsbeispielen dokumentiert . 
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Die L-Form-Stamme beispielsweise von E. coli, P. mirabilis und 
B. subtilis besitzen keinfe extf azellularen bzw. periplasmatischen 
Proteaseaktivitaten, und damit ist die Gefahr von proteolytischen 
Abbauprozessen an rekombinanten Proteinen wesentlich verringert . 

Dariiber hinaus lassen sich die erf indungsgemafl modif izierten 
Stamme, z. B. durch die Zugabe von 0,1-lng/ml lyso-Lecithin zum 
Kulturmedium, zur Bildung von extrazellularen Membranvesikeln 
anregen. Diese Eigenschaft ist fur die Synthese rekombinanter 
Membranproteine vorteilhaf t . 

Ein weiterer Vorteil liegt darin, dafl mit den fur E. coli 
(Elternform) optimierten Genkonstrukten (Promotoren, Kontroll- 
sequenzen, Originregionen, Signalsequenzen) eine gut kontrollier- 
bare Genexpression und Produktsynthese moglich ist f so dafl auf 
ein grofles Repertoire bekannter Mittel zur genetischen Trans- 
formation und Uberexpression heterologer Genprodukte zuriickge- 
griffen werden kann. Diese Genkonstrukte konnen sowohl fur 
modif izierte L-Formen von E. coli als auch fur andere Stamme wie 
beispielsweise P. mirabilis und Bac. subtilis eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemafi gewonnenen L-Form-Stamme weisen zudem eine 
einheitlichere Zellmorphologie, einen stabilen Zellstof fwechsel 
und stabile, reproduzierbare Wachstumseigenschaf ten auf. Sie 
lassen sich durch Fermentation in 1 bis 300 1 Fermentern 
kostengiinstig in grofien Mengen bereitstellen. 

Alternativ konnen an technische Wachstumsbedingungen angepaflte 
neue L-Form-Stamme durch gezielte genetische Manipulation der 
Aus gangs -L-Form-Stamme hergestellt werden. Beispielsweise lassen 
sich durch Mutationen in den Genen recA, hsdR/S, relA, supE und 
durch Einfuhrung von amber- und ochre-Mutanten Rekombination, 
Modifikation und Restriktion so gestalten, dafl eine verbesserte 
Transformation und Plasmidstabilitat erreicht wird. Desweiteren 
konnen durch Insertion von Genen der Transkriptions- und 
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Trans lationskontrolle, wie IacJ q und lacUV-T7, in das Chromosom 
die Expression und Produktsynthese verbessert werden. 

Die erf indungsgemafi gewonnenen L-Form-Stamme eignen sich zur 
Herstellung beliebiger Genprodukte, insbesondere zur Herstellung 
rekombinanter Proteine, vorzugsweise loslicher, extrazellularer 
Proteine und besonders zur Herstellung membrangebundener 
Proteine. Die Proteine konnen als Biochemikalien fiir die 
molekularbiologische und medizinische Forschung, als Diagnostika, 
als Arzneimittel und als Enzyme mit Potential zur Stof f umwandlung 
eingesetzt werden. 

Hierzu werden die Zellen zunachst auf an sich bekannte Weise mit 
einer fiir ein Genprodukt kodierenden Nucleotidsequenz trans- 
formiert, z.B. mit einem geeigneten Vektor, der das Produktgen 
unter Kontrolle eines oder mehrerer Promotors enthalt. Der Vektor 
enthalt vorzugsweise auch eine Gensequenz, die fiir ein Signalpep- 
tid kodiert, das einen aktiven Transport des Genprodukts durch 
die Zytoplasmamembran in das Kulturmedium oder eine Verankerung 
des Genprodukts an der Membran ermoglicht (Membrananker ) . Der 
trans formierte Stamm wird unter geeigneten Bedingungen kulti- 
viert f dann ggf . die Expression der rekombinanten Proteine 
induziert, z.B. durch Zugabe eines Induktors, und anschlieflend 
das rekombinante Protein isoliert. Verfahren zur Gewinnung von 
Genprodukten sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Er fin- 
dung. 

Die Zellen sind in der Lage, posttranslationale Modif izierungs- 
prozesse durchzufiihren. Die L-Form-Membran ist in ihrem Lipid- 
anteil so verandert f dafi sie fiir die Insertion und Anreicherung 
von fremden Membranproteinen geniigend Raum bietet und dafl in bzw. 
an der Membran die fiir die Funktionalitat essentiellen Faltungs- 
und Prozessierungsprozesse erfolgen konnen. 

Die Konstruktion geeigneter Vektoren ist an sich bekannt. Hierzu 
wird mit iiblichen gentechnischen Methoden (T. Maniatis, 
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E. Firtsch, und J. Sambrook 1989 Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor' Lab. Cold Spring Harbor N.Y.; 

F. N. Ansubel 1998, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley 
and Sons) das Strukturgen eines zu exprimierenden loslichen Oder 
membrangebundenen Proteins oder Fusionsproteins in ein fur die 
Expression geeignetes Plasmid integriert . Die Promotoren miissen 
fur die Produktgene, auch wenn deren Uberexpression letal ist, 
gut regulierbar sein und damit ein Subklonieren ermoglichen. 
Bevorzugt sind Promotoren, deren Expressionsstart durch Zugabe 
eines induktiv wirkenden Substrats oder Substratanalogons 
(Induktor) bzw. durch einen entsprechenden Substratshif t erfolgt, 
z. B. 2ac-P/0 und dessen Derivate wie lacXJV, tac etc. (H.A. de 
Boer, L.J. Comstock, M. Vasser, 1983, Proc . Natl. Acad. Sci. USA 
80, 21-25), Induktion durch IPGT-Zusatz ( Isopropyl-fl-D-Thiogalac- 
toside) bzw. Glucose/Lactose-Shift; oder tetA-P/0 (A. Skerra, 
1994, Gene 151, 131-135); Induktion durch Zusatz von aTC 
(anhydro-Tetracyclin) ; Promotoren, deren Expressionsstart durch 
Anderung der physiologischen Bedingungen eingeleitet wird z. B. 
XP T (E. Remaut, P. Stanssans, W. Fiers 1981, Gene 15, 81-93); 

' n i T ts857 

Expressionsstart durch Inaktivierung des Repressormolekuls cl 
nach Temper aturerhohung) ; cspA-P/O (J. A. Vanisa, F. Baneyx, 1996, 
Appl. Environ. Microbiol. 62, 1444-1447); Expressionsstart durch 
Temper at urabsenkung) ; Vhb u oxygen-regulated element" (C. Koshla, 
J. Curtis, P. Bydalek, J.R. Swartz, J.E. Bailey, 1990, Biotech- 
nol. Bioeng. 48, 151-160); Expressionsstart durch Sauerstoff- 
absenkung, p0 2 < 5% Sattigung; induzierbare Promotor-Hybride, die 
aus DNA-Sequenzen verschiedener Promotoren bestehen, z. B. 
P L tetO-l aus tetA-P/O und P L -P/0 aus dem Phagen A (R. Lutz, 
H. Bujard, 1997, Nucl. Acid. Res. 25, 1203-1210); konstitutive 
Promotoren und Promotorhybride , die ohne Induktion eine permanen- 
te Genexpression erlauben (z. B. P-IacI ( lac-Repressor-Gen) , P- 
bla (B-Lactamase-Gen) , P-IacI/P-fcla-hybrid, speA (Streptococcus 
Exotoxin A-Gen) . 

Zwischen der P/O-Region und dem Startcodon der Proteinsynthese 
miissen desweiteren spezifische DNA-Sequenzen als ribosomale 



BNSDOCID: <WO 0166776A2_I_> 



WO 01/66776 



PCT/EP01/02630 



- 19 - 

Bindungsstelle (rbs; auch Shine- Delgano-Sequenz , SD) eingefiigt 
werden, die eine Binduhg ddr mRNA an das Ribosom als Voraus- 
setzung fur den Proteinsynthesestart ermoglichen. 

Die Expressionskassette (P/O, SD, Signalsequenz , Strukturgen) 
kann von Transkriptionsterminator-Strukturen flankiert werden, 
um mogliche Interferenzen mit benachbarten Expressionskassetten 
zu minimieren. Weiterhin konnen die fiir eine ef fektive Steuerung 
der P/O-Regionen notwendigen Regulatorgene (z. B. lad oder iacl q 
fiir 2acP/0 und tacP/O; tetR fiir tetAP/O; cl ts857 fiir P L etc.) auf 
den gleichen oder anderen autonom replizierenden Vektoren 
lokalisiert oder in das Chromosom integriert sein. 

Gensequenzen, die fiir Signalpeptide kodieren, werden N-terminal 
vor das Produktgen eingefiihrt. Als Signalpeptide fiir Genprodukte, 
die in das Kulturmedium sekretiert werden sollen, wie Fusions- 
proteine oder bestimmte Proteindomanen, z.B. den extramembranaren 
Regionen von Rezeptoren, eignen sich prokaryotische oder 
eukaryotische Signalpeptide. Bevorzugt sind die Signalpeptide des 
OmpA Proteins (ompA), der Staphylokinase (sak) , der alkalischen 
Phosphatase aus E. coli {phoA) , der Streptokinase (speA) und der 
periplasmatischen Pectinlyase aus Ezwinla (pelB) (A.M. Bushueva, 
A.B. Shevelev, J. Gumpert, G.G. Chestukina, C. Hoischen, 
M.V. Matz, M.V. Kuryatova und V.H. Stepanov, 1998 , FEMS Letters 
159, 145-150; M. Kujau, C. Hoischen, D. Riesenberg und J. Gum- 
pert, 1998, Appl. Microbiol. Biotechnol. 49, 51-58; C.H. Klessen, 
K.H. Schmidt, J. Gumpert, H.H. Grosse und H. Malke, 1989, Appl. 
Environm. Microbiol. 55, 1009-1015). Zum Teil enthalten die 
Produktgene jedoch bereits natiirliche Signalsequenzen, die einen 
Transport durch die Membran sicherstellen. 

Fiir eine Verankerung Proteinen eignen sich besonders solche 
Signalpeptide die nicht durch L-Form-eigene Signalpeptidasen 
abgespalten werden konnen. Diese konnen aus herkommlichen 
Signalpeptiden beispielsweise dadurch erhalten werden, dafl die 
Schnittstellen fiir Signalpeptidasen beispielsweise durch den 



0166776A2 J _> 



WO 01/66776 



PCT/EP01/02630 



- 20 - 

Austausch von Aminosauren so modifiziert werden, dafi diese von 
den Signalpeptidasen riiaht erkannt werden. 

Zum besseren Nachweis und zur Aufreinigung des Genprodukts konnen 
an das Strukturgen codierende Sequenzen fur entsprechende Peptide 
(z. B. c-myc, His-tag, Strep-tag) oder Proteine (z. B. GST) mit 
und ohne dazwischen liegenden Sequenzen fur eine spezifische 
Peptidase-Abspaltung angefiigt werden. 

Im weiteren Verlauf der Vektorkonstruktion erfolgt die Integra- 
tion dieser Expressionskassetten ( Promotor-Signalsequenz- 
Produktgen-Konstrukte) in ein geeignetes Plasmid. Dieses mui3 zur 
Vermehrung in den L-Form-Zellen einen geeigneten Replikations- 
ursprung und mindestens ein Selektionsgen enthalten. Fur die L- 
Formen aus Gram-negativen Bakterien, insbesondere fiir P. 
mirabills und E. coll, eignen sich vorzugsweise das ColEl 
Replicon (hohe Kopienzahl), das pBR322 Replicon (= ColEl + rop 
Gen, mittlere Kopienzahl) und die pI5A und pSClOl Replicons 
(niedrige Kopienzahl) . Fur L-Formen von Gram-positiven Bakterien 
wie Bac. subtills eignen sich Replikationsursprungs sequenzen von 
Vektoren mit breitem Wirtsspektrum (z.B. pUBlOl von Staphylokok- 
ken, PIP501, pAMJ31 f pSMl9035 von Streptokokken) oder fur 
Streptomyceten L-Formen die Replicons der Vektoren pIYlOl, pWOR 
und pSG5 . Die Wahl des Replikationsursprungs erlaubt zusatzlich 
eine Variation der Expressionsstarke des Strukturgens uber die 
Kopienzahl und damit der Gendosis . 

Die Verwendung kompatibler Replikations-Origins und unter- 
schiedlicher Selektions-Gene auf verschiedenen Vektoren er- 
moglicht den Einsatz dualer oder multipler Vektorsysteme in L- 
Form-Zellen fur die Koexpression verschiedener Strukturgene 
(S. Sieben, R. Hertle, J. Gumpert und V. Braun 1998, Arch. 
Microbiol. 110, 236-242). 

Als Selektionsmarker sind Resistenzen gegeniiber P-Lactam- 
Antibiotika (z.B. Ampicillin) und Chloramphenicol fiir alle L- 
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Formen ungeeignet. Es miissen deshalb fur die Plasraidkonstrukte 
geeignete Resistenzgfene erraittelt werden, wobei vorzugsweise 
solche gegen Kanamycin, Erythromycin, Nourseothricin, Phleomycin 
und Neomycin eingesetzt werden. 

Die Transformation der L-Form-Stamme mit dem Expressionsvektor 
erfolgt nach einer an sich bekannten Standardmethode (J. Gumpert, 
H. Cron, R. Plapp, H. Niersbach und C. Hoischen 1996, J. Basic 
Mircobiol. 36, 88-98). Danach werden L-Form-Zellen mit Plasmid- 
DNA und Polyethylenglycol MG 6000 im Eisbad und bei 37 °C 
inkubiert. Nach Zugabe von LFS-Medium erfolgt eine 1-3-stiindige 
Bebriitung bei 37 °C, und danach wird diese Vermehrungskultur auf 
Selektivagarmedium ausplattiert . 

Als Selektivantibiotikum werden entsprechend den Vektorkon- 
struktionen bevorzugt Kanamycin, Erythromycin, Nourseothricin und 
Neomycin verwendet. Die positiven Trans formanten werden auf 
Agarmedium vermehrt und durch 2-5 maliges Ubertragen in frisches 
Medium an das Wachstum in fliissigen Nahrmedien adaptiert. 
Bevorzugte Wachstumsmedien sind LFS-Medium und BHIB-Medium mit 
Zusatzen von 0,3-1% Hefeextrakt, 1-2% Saccharose und 2-50 ng/ml 
Selektivantibiotikum. Die Agar-Kulturen oder Submers-Kulturen 
werden auf das Vorhandensein der intakten Plasmid-DNA mit 
Restriktionsanalyse und Agarose-Gelelektrophorese uberpruft, 

Eine zweite Trans format ionsmethode wird in der Weise ausgefiihrt, 
daJ3 der Trans formationsansatz (Plasmid-DNA/L-Form-Zellen/PEG) 
nach Aufenthalten im Eisbad und bei 37 °C mit LFS-Medium 1:1 
aufgefullt und 2-6 Stunden bei 37 °C bebriitet wird. Danach 
erfolgen die Zugabe von 2 - 10 ml LFS-Medium mit 2-50 ng/ml des 
entsprechenden Selektivantibiotikums und weitere Inkubation unter 
Schuttelbedingungen bei 30 - 37 °C uber 10 - 48 Stunden. Mit 
dieser Methode werden Mischpopulationen von Trans formanten 
erhalten, von denen durch Ausplattieren auf Selektivmedium 
Einzelkolonie-Kulturen gezuchtet werden konnen. 
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Im Falle der Verwendung von dualen Vektorsystemen (z. B. der 
gekoppelten und unter Rif ampicin-Zusatz spezifischen Expression 
von Strukturgenen unter Kontrolle des T7-RNA-Polymerase / T7- 
Promotor-Systems auf den Plasmiden pGPl-2 und pSAT14), werden die 
L-Form-Zellen zunachst mit einem Plasmid trans formiert und 
selektiert. In diese Trans formanten erfolgt danach die Trans- 
formation des zweiten Plasmids unter Selektion auf das Vorhanden- 
sein der Selektionsmarker beider Plasmide. Im Ergebnis werden L- 
Form-Transformanten-Kulturen bereitgestellt f die einen oder 
mehrere Express ionsvektoren enthalten. 

Fur eine maximale Produktsynthese konnen die Wachstums- und 
Fermentationsbedingungen fur die einzelnen Proteine unter- 
schiedlich sein. Sie hangen davon ab # ob die Produktsynthese 
wachstumsgekoppelt ist oder vorwiegend in der stationaren 
Wachstumsphase erfolgt, ob das Produkt eff izienter bei Temperatu- 
ren von 26 bis 30 °C oder von 37 °C gebildet wird, und ob das 
Proteinprodukt pH-empf indlich ist und, z.B. wie Prochymosin f bei 
pH-Werten uber pH 7,3 autokatalytisch abgebaut wird. Es wurde 
gefunden, dafl die erf indungsgemafl modif izierten Zellen in der 
Lage sind, sich rasch und ohne Probleme an die fur das jeweilige 
Protein optimalen Wachstumsbedingungen anzupassen. 

Die Uberexpression von Fremdproteinen in den L-Form-Zellen ist 
so kontrollierbar, dafl im Verlaufe der Isolierung und Kultivie- 
rung der Trans formanten und ihres Wachstums in fliissigen Medien 
kein rekombinantes Protein gebildet wird. Die Proteinsynthese 
wird erst bei Erreichen hoher Zellzahlen induziert. 

Das Wesen der Kultivierung liegt darin, daJ3 die Kultur moglichst 
hohe Zellzahlen (10 9 -10 i0 Zellen/ml) erreicht, dafl diese zum 
richtigen Zeitpunkt zur Expression und tiberproduktion angeregt 
werden, dafl die Proteine in hohen Konzentrationen sekretiert bzw. 
in die Membran eingebaut, bzw. auf der Membran prasentiert 
werden, dafl ein Abbau der Proteine vermieden wird und dafl die 
Kulturuberstande bzw. die L-Form-Zellen mit maximalem Gehalt an 
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Proteinprodukten fur die anschlieflende Isolation bereitgestellt 
werden . 

Die konkreten Bedingungen und Parameter sind fur die eingesetzten 
Produzentenstamme (L-Formen von E. coli, P. mirabilis, B. 
subtilis) und fur die Proteinprodukte unterschiedlich und miissen 
im Einzelfall ermittelt und optimiert werden. Im einzelnen 
betrifft dies die Zusammensetzung der Nahrmedien ( insbesondere 
C- und N-Quellen), die Konzentration der Selektivantibiotika 
(0,5-50 ug/ml), optimale Wachstums- und Synthesetemperaturen (20- 
40 °C, vorzugsweise 26 - 37 °C), Regelung des pH-Wertes (pH 6,0- 
8,5, vorzugsweise pH 7,5), optimaler Sauerstof f eintrag durch Wahl 
der Fermentationsbehalter, Schiittelf requenzen (50-330 U/min), 
Ruhrgeschwindigkeiten (200-600 U/min) , Beluftungsraten (kon- 
stanter p0 2 ) , Zufiitterung von C- und N-Quellen (insbesondere 
Glukose), Zeitpunkt zur Induktion der Genexpression (z. B. durch 
Zugabe von IPTG, anhydro-Tetrazyklin, 20-60 min Temperatur- 
erhohung auf 42 °C) sowie die Lange der Synthesezeit (4-50 Std. ). 
Das Wachstum und die Produktsynthese konnen in dieser Stufe durch 
zusatzliche Faktoren optimiert werden, z. B. niedermolekulare 
Effektoren, Vitamine, Aminosauren-gemische, Lipidkomponenten, 
Thiolreagenzien und nichtmetabolisierbare Zucker. 

Eine Verbesserung der Bildung von funktionell aktiven Gen- 
produkten kann auch durch Zugabe von Zuckern erreicht werden, 
beispielsweise von 1-5% Saccharose. Es wird angenoraroen, dafl 
solche Zucker die Faltungsprozesse verschiedener Proteine 
verbessern. 

Bei hoher struktureller und segregativer Stabilitat der Plasmide 
in den L-Form-Zellen (z. B. von pHCl, pSIS2sak, pMK7GFP) konnen 
Wachstum und Produktsynthese auch ohne Zugabe der Selektivanti- 
biotika (Kanamycin, Neomycin, Nourseothricin usw. ) erfolgen. 

Die anschlieBende isolierung und Reinigung der Genprodukte ist 
davon abhangig, ob das Protein als losliches extrazellulares oder 
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als membrangebundenes Protein, z.B. peripheres bzw. integrales 
Membranprotein anf allt . . Da* die L-Form-Zellen im Gegensatz zu 
alien anderen Produzentenzellen in der Regel auBer der zytoplas- 
matischen Membran keine weiteren Zellorganellen wie Geifleln, 
Fimbrien, Sporen, Zellwande und innere Membransysteme besitzen, 
entf alien die Reinigungsschritte, die zur Abtrennung dieser 
Komponenten erforderlich sind. Die Membranen und Membranproteine 
konnen relativ einfach durch Zellyse (osmotischer Schock, 
Ultraschall, French Press) und anschliefiende Zentrifugation und 
Waschen in Puffer losungen isoliert und gereinigt werden. 

Ira Falle der Gewinnung von extrazellularen loslichen Proteinen 
werden die L-Form-Zellen durch Zentrifugation (6000 g/10 min) vora 
Nahrmedium abgetrennt und aus diesem Uberstand rait den bekannten 
Methoden der Proteinisolierung (Fallung, Sedimentation, Ex- 
traktion, Filtration, elektrophoretische Auftrennung; Affini- 
tats-, Ionenaustausch- , GroflenausschluB- und hydrophobe Chroraato- 
graphie etc . ) die Proteine separiert und gereinigt . 

Zur Isolierung membrangebundener Proteine werden die L-Forro- 
Zellen in gleicher Weise durch Zentrifugation sedimentiert und 
gewaschen. Die Gewinnung der Protein-Membrankomplexe erfolgt 
durch Lyse der Zellen (osmotische Lyse, Ultraschallbehandlung, 
Einfrieren und Auftauen, French-Press-Behandlung) . Die Membranen 
(leere Zellen) werden anschlieflend in magnesiumhaltigen (z.B. 0,1 
% MgS0 4 ) Puf ferlosungen gewaschen. 

Der Nachweis der membrangebundenen Proteine erfolgt mit bekannten 
Methoden, vorzugsweise durch immunochemische Methoden auf der 
Basis synthetischer Peptide, (Western-Blot, Dot-Blot, ELISA, 
synthetische Sequenz-spezif ische Antikorper) , zytochemische 
Methoden ( Immunoelektronenmikroskopie mit Immunogold, Fluo- 
reszenzmikroskopie) , radiochemische Methoden (Markierung mit S 
Methionin oder H 3 -Leucin) und f unktionellen Tests ( enzyraatische 
Reaktionen, Bindungskinetiken) . 
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Die weitere Isolierung und Anreicherung richtet sich nach dem 
Verwendungszweck, d.h-. pb da? Proteinprodukt als reines Protein 
gewonnen werden soil oder als Komplex mit Membranen oder 
Lipidkomponenten. Die Protein-Membran-Komplexe liegen in der 
Regel als Vesikel (0,01-5(im Durchmesser ) vor und konnen in 
Pufferlosungen (TRIS, BBS, mit Zusatzen von 0,1 % MgS0 4 , 
Phenylmethylsulfonfluorid, Dithiothreitol) als Suspension stabil 
erhalten bzw. aufbewahrt werden. 

Die Membranvesikel konnen durch Inversion mittels French-Press- 
Behandlung oder Einf rieren-Auftauen in inside-out Vesikel 
umgewandelt werden. Dabei werden die zytoplasmaseitigen inneren 
Bereiche der Proteinmolekule an der aufieren Oberflache der 
Membranvesikel frei zuganglich. Derart hergestellte invertierte 
Protein-Membran-Komplexe machen Interaktionsstudien und Struktur- 
aufklarung der zytoplasmaseitigen extramembranaren Domanen 
moglich. 

In einer weiteren Variante des Verfahrens kann die Lipidmatrix 
der Membranen durch geeignete Detergentien (SDS, Plantaren, Tween 
20, Triton X 100) aufgelost werden. Dabei kommt es zu einer 
Freisetzung der integralen und peripheren Membranproteine , und 
diese konnen als losliche oder aggregierte Proteinmolekule 
isoliert und gereinigt werden. 

In einem alternativen Schritt des Verfahrens kSnnen die auf diese 
Weise isolierten membrangebundenen Proteine wieder in Lipid- 
strukturen mit definierter molekularer Zusammensetzung rekon- 
stituiert werden. Auf diese Weise lassen sich ihre richtige 
molekulare Konf iguration und ihre Funktionalitat erhalten bzw. 
wiederherstellen. Viele Membranproteine sind nur dann funktionell 
aktiv, wenn sie in einem geeigneten Lipidmilieu eingebettet sind. 
Als Lipide eignen sich insbesondere Phospholipide mit ausgeprag- 
ter Tendenz zur Bildung unilamellarer Bilayer-Vesikel (z.B. 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidyl- 
cholin) . 
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Die erf indungsgemaBen L-Form-Stamme und das erf indungsgemafie 
Verfahren zur Herstellung von .Genprodukten eignen sich besonders 
zur Herstellung von membrangebundenen Proteinen. Unter mem- 
brangebundenen Proteinen werden solche Proteine verstanden, die 
an Biomembranen gebunden sind. Hierunter fallen sowohl die 
sogenannten Membranproteine, die aufgrund ihrer chemisch 
physikalischen Eigenschaften an Membranen binden, entweder 
integral oder peripher, als auch Proteine, die selbst nicht an 
Membranen binden und erst durch geeignete Membrananker an die 
Membran gebunden werden. 

Der Begriff Membranprotein umfaBt integrale oder periphere 
Membranproteine, wie Rezeptoren (z.B. Acetylcholin, Bradykinin, 
Endothelin, Hormone), Carrierproteine (z.B. fur Aminosauren, 
Zucker, Ionen, Peptide, kompatible Solute, Elektronentransport ) , 
Ionenkanale, ABC -Transporter, Preproteintranslokatoren. 

In besonderer Weise eignen sich das erf indungsgemafie Verfahren 
und die erf indungsgemaBen L-Form-Stamme zur Expression und zur 
Gewinnung von bakteriellen " outer-membrane-proteins " (Omps), 
insbesondere Omps mit B-Faltblattstruktur . Diese Proteine sind 
in der auBeren Membran von Gram-negativen Zellen lokalisiert. 
Uberraschenderweise war es erstmals moglich, Omps in groBen 
Mengen auch in loslicher Form zu exprimieren. Omps sind mit 
herkommlichen bakteriellen Expressionssystemen nur schlecht in 
reiner Form herstellbar (Meens et al. 1997, Applied. Environment. 
Microbiol. 63: 2814-2820). Die Verwendung von L-Form-Stammen zur 
Herstellung von Omps, insbesondere Omps in loslicher Form und 
Omps mit B-Faltblattstruktur , wurde bisher nicht beschrieben und 
ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Outer-membrane-proteins (Omps) Gram-negativer Bakterien, speziell 
pathogener Arten eignen sich in loslicher oder membrangebundener 
Form fur interaktionstests, Struktur-Funktionsstudien, Diagnostik 
und Vakzinierung. 
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Zu der zweiten Gruppe membrangebundener Proteine zahlen bei- 
spielsweise losliche Protein© und hydrophile Proteine, die erst 
nach dem Verkniipf en mit beispielsweise einer hydrophobe Aminos.au- 
reS equenzen zu einer Bindung an Lipidmembranen in der Lage sind. 
Die hydrophobe Aminosauresequenz dient hierbei als Membrananker. 

Bevorzugte Membrananker sind homologe und heterologe Signalpepti- 
de, wie beispielsweise das eukaryotische Signalpepted des SERP- 
Proteins aus Plasmodium falciparum, die Schnittstellen besitzen, 
die von den bakteriellen Leaderpeptidasen nicht erkannt werden. 

Weiter bevorzugte Membrananker sind Sequenzen homologer und 
heterologer transmembraner Regionen von Membranproteinen wie 
hydrophobe Transmembranhelices von homologen und heterologen 
prokaryotischenund eukaryotischen Membranproteinen, vorzugsweise 
Helix 1 oder Helices 1 bis 3 der Lactose-Permease LacY von E. 
coli, der Praprotein-Translokase SecY von E. coli oder des 
Schwarmproteins CcmA von P. mirabilis. 

Ebenfalls geeignet sind synthetische hydrophobe Aminos auresequen- 
zen mit 8 bis 150, vorzugsweise 10 bis 120, ganz besonders 
bevorzugt 10 bis 30 Aminosauren, wie beispielsweise dem Leucin- 
Zipper. Als ausreichend hydrophob werden Aminos auresequenzen dann 
angesehen, wenn sie gemafl den von G. von Heijne publizierten 
Verfahren an Biomembranen binden (von Heijne G., "Assembly of 
Integral Membrane Proteins" in Biological Membranes: Structure, 
Biogenesis and Dynamics, Springer Verlag Berlin 1994, J.A.F. Op 
den Kamp (Herausgeber ) , Seiten 199 bis 205; Cserzo, M. , Wallin, 
E . , Simon, I., Von Heijne G. , Eloffson, A. Protein Eng. 1997, 10: 
673-676 • Besonders bevorzugte Membrananker sind in den Aus- 
f iihrungsbeispielen beschrieben. 

Die Verankerung von Proteinen an Membranen ermoglicht die 
Oberf lachenprasentation (Surface Display) der Proteine auf den 
L-Form-Membranen. Durch das Fehlen von Zellwandkomponenten 
(Peptidoglycan, auflere Membran, Lipopolysaccharide) und extrazel- 
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lularen Proteasen ist es mit den L-Form-Stammen moglich, die 
interessierenden Proteine direkt auf der Zytoplasmamembran zu 
prasentieren. Das Fehlen antigener Komponenten ist im Hinblick 
auf roedizinischen Anwendungen wie Vakzinierungen und diagnosti- 
sche Methoden vorteilhaf t . Das eroffnet gegenuber herkommlichen 
Gram-positiven und Gram-negativen bakteriellen Surf ace-Display- 
Systemen erhebliche Vorteile. Zudem lassen sich hohe Konzen- 
trationen der Proteine auf der L-Form-Membran erzielen (bis etwa 
100 mg/1) . Es wurde iiberraschend gefunden, daB bei der Ver- 
ankerung von Proteinen in der Zytoplasmamembran mit heterologen 
und homologen Ankerseguenzen die Proteine zum groBten Teil auf 
der AuJienseite der zytoplymatischen Membran angeordnet und 
biologisch Aktiv sind. Die Proteine sind damit fur die Wechsel- 
wirkung mit extrazel lularen Komponenten, Funkt ions tests und 
Interaktionsstudien einfach zuganglich. Die Verankerung erwies 
sich zudem als sehr stabil, und die Proteinmolekule wurden 
beispielsweise im Verlauf der Fermentation nicht von den 
Membranankersn abgerissen. 

Durch die Oberf lachenprasentation von Proteinen ist beispiels- 
weise die Gewinnung neuartiger Impfstoffe und Interaktions- 
Screeningsystemen moglich. Hierzu wird das gewiinschte Antigen auf 
der Membran von L-Form-Zellen verankert, und die Zellen werden 
dann zur Impfung eingesetzt. Dabei werden vorzugsweise lediglich 
die aktiven, d.h. antigenen Komponenten beispielsweise von 
Proteinen zur Verankerung verwendet . Durch die hohe Konzentration 
an Protein auf der Membran ist nur eine geringe Zellzahl zur 
Impfung erf orderlich, und der Gebrauch patogener Zellen oder 
Proteine kann ganz vermieden werden. 

Zu den Proteinen, die sich fur das Surface-Display besonders 
eignen gehoren neben verschiedenen antigenen Determinanten von 
pathogenen Organismen fur Vakzinierungen besonders auch single 
chain Antikorper und Antikorperf ragmente, heterologe Enzyme, 
Polyhistidyl Tags und Peptidbibliotheken. Die so modifizieten L- 
Forro-Zellen eignen sich fur die Verwendung in Diagnostik und 
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Therapie und zur Herstellung von Mitteln fur die Diagnostik und 
Therapie, als Biokatalysatoren, und fur die Anwendung in Inter- 
aktionsscreenings . 

Die Verwendung von L-Form Zellen zur Oberf lachenprasentation von 
Proteinen wurde bisher nicht beschrieben und ist daher ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung, ebenso wie Verfahren zur 
Oberf lachenprasentation von Proteinen unter Verwendung von L-Form 
Zellen und die Verwendung von L-Formen mit an der Zytoplasmamem- 
bran verankerten Proteinen zur Herstellung von Mitteln fur 
Therapie und Diagnostik. Diese Verfahren umfassen die oben 
beschriebenen Schritte zur Herstellung von Proteinen unter 
Verwendung von L-Formen, wobei die Zellen mit dem Genkonstrukt 
aus einer Ankersequenz und einer Proteinsequenz trans formiert 
werden. Die Zellen werden bei der Isolation des Genprodukts 
vorzugsweise nicht durch Tenside oder dergleichen auf geschlossen 
sondern als ganzes isoliert. 

Zur Oberf lachenprasentation von Proteinen eignen sich alle L- 
Formen von Bakterien, insbesondere stabile L-Formen und ganz 
besonders stabile Protoplasten-Typ-L-Formen. Bevorzugte und 
besonders bevorzugte L-Formen sind die oben als Aus gangs stamme 
zur Herstellung modif izierter L-Formen genannten, insbesondere 
die erf indungsgemafi modif izierten L-Formen. 

Die erf indungsgemafien L-Form-Stamme und das erf indungsgemaJ5e 
Verfahren zur Herstellung von Genprodukten eignet sich weiterhin: 

zur Herstellung von Proteinen zur Verwendung als Arzneimittel und 
Diagnostika, wie beispielsweise pharmazeutisch wirksamen Enzymen 
und Enzymaktivatoren (Exo- und Endopeptidasen, Staphylokinase, 
Streptokinase, Hamolysinaktivator ShlB) , Wachs turns f aktoren, 
Peptidhormonen, Antikorperkonstrukten (z.B. Fab-, Fv^Fragmenten, 
deren single chain Varianten, Miniantikorpern, Diabodies, 
kompletten Antikorperproteinen) , membranstandigen Fusions- 
proteinen und anderen rekombinanten Fusionsproteinen, mit mono-, 
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bi- oder multivalenten Bindungseigenschaf ten fur die medizinische 
Diagnostik oder Therapi<* (z.B. von Tumoren) , dazu zahlen u.a. 
Rezeptoren mit Liganden-Bindungseigenschaf ten; 

zur Herstellung und Presentation von Immundeterminanten wie 
Oberf lachenantigenen von pro- und eukaryotischen Organismen (z.B. 
des SERP- und MSPl-Proteins des Malariaerregers Plasmodium 
falciparum, viralen Hiillproteinen (z.B. vom HIV-Virus und anderen 
Retroviren) , viralen Transkriptasen zur Antikorperbildung und 
Immunis ierung ; 

zur Herstellung von Enzymaktivatoren und Enzyminhibitoren wie 
z.B. Proteaseinhibitoren; 

zur Herstellung von Enzymen und Proteinen der Signaliibertragung; 

und zur Herstellung von Precursorproteinen, d.h. Vorstufen von 
reifen, biologisch aktiven Proteinen, die aufgrund der fehlenden 
extrazellularen proteolytischen Aktivitat der L-Form-Zellen 
erhalten bleiben und als inaktive Form fur therapeutische und 
diagnostische Zwecke eingesetzt und im Organismus bzw. Diagno- 
stiktest erst aktiviert werden. 

Die gewonnenen Proteine sind funktionell aktiv und enthalten 
keine storenden Membrankomponenten, wie z.B. Lipopolysaccharide 
der aufieren Membran Gram-negativer Bakterien, die Gewinnung und 
Funktionalitat der Proteinprodukte storen. Die genannten 
Genprodukte werden entweder in das Kulturmedium transloziert oder 
in membrangebundener Form isoliert. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausf uhrungsbeispielen 
naher erlautert. Die Beispiele wurden unter Verwendung der 
hinterlegten L-Form-Stamme durchgef iihrt , wobei diese durch die 
Verfahrensschritte (a) und (b) ausgehend von den bekannten 
Stammen erhalten wurden. 
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Beispiel 1 zeigt, dafl die modif izierten Stamme genotypisch 
verandert sind. . t • > 

Beispiels 2 belegt, dafl sie phanotypische und genotypische 
Membranveranderungen aufweisen. 

In Beispiel 3 wird gezeigt, daB erf indungsgemaB modif izierte 
Stamme besser f ermentierbar sind und mehr Produkt bilden als die 
Ausgangs stamme . 

Beispiel 4 beschreibt die kontrollierte Genexpression und 
Produktsynthese mit erf indungsgemaB modif izierten Stammen. 

Beispiel 5 beschreibt die Verankerung rekombinater Proteine in 
der Zytoplasmamembran unter Verwendung homologer und heterologer 
Peptidsequenzen von integralen Membranproteinen als Membrananker . 

Aus f uhrungsbeispiele 

Aus f iihrungsbeispiel 1 

Vergleich der chromosomalen DNA (Genotyp) des modif izierten L- 
Form-Stamms Escherichia coli LWF+WEI mit der des Ausgangsstairans 
Escherichia coli LWF+ 

Die Pulsfeldgelelektrophorese erraoglicht die Auftrennung von DNA- 
Fragmenten iiber einen groflen Langenbereich auf einem Gel . Das 
erlaubt eine vergleichende Analyse der genomischen DNA von Arten 
und Stammen. 

Veranderungen in der DNA, die Auswirkungen auf die Erkennungs- 
sequenzen von Restriktionsenzymen haben, ergeben, veranderte 
Bandenmuster . Damit werden nach Restriktasebehandlung Aussagen 
iiber die genetische Diversitat eines Stammes moglich (Lezhava, 
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A., J. Bacterid. 1995, 177, 6491-6498; Pandza, K, Microbiol. 
1997, 143, 1493-1501).' . * . 



Material und Methoden 

Die L-Form-Stamme E. coll LWF+WEI und E . coll LWF+ und der 
zellwandhaltige Elternstamm E. coll WF+ werden unter gleichen 
Bedingungen angeziichtet. Die Kultur erfolgte in Steilbrust- 
flaschen (100ml) mit 30 ml LFS-Medium und Zusatzen von Pferdese- 
rum (6% V/V), Hefeextrakt (0,7%) und Saccharose (4%) bei 37° C 
auf einem Rotations schiittler bei 200 U/min. Von jedem Stamm 
werden nach einer 3-6 stiindigen Kultivierung Proben in einem 
Equivalent entsprechend einer optischen Dichte von 2, gemessen 
bei 550 nm, genommen, urn vergleichbare finale Biomassen zu 
erhalten. Nach einer Zentrif ugation der Zellsuspension bei 3000 
x g, 4°C und 10 min wurde das Pellet vorsichtig in einer 
osmotisch gepufferten Hef e-EDTA-Saccharose-L6sung (HES-Puffer 
nach Evans, M. , Dyson, P. 1993, Trends in Genetics , 9, 72-78) 
resuspendiert, mit fast erstarrter Agarose ( 0,7%, BioRad) 
vermischt und anschliefiend bei 4°C verfestigt. Dadurch lassen 
sich unspezifische Bandenmuster als Folge von Scherwirkungen 
vermeiden. Die Proben des Elternstammes E. coll WF+ wurden danach 
mit Lysozym behandelt (Serva Electrophoresis, 1 mg/ml HES, 2 Std. 
bei 37 °C ). Der nachfolgenden alkalischen Lyse der Zellen 
innerhalb des Agaroseblockes (etwa 0,2 cm 3 ), kombiniert mit einem 
hinreichenden Proteinverdau (1 mg Proteinase K (Merck Eurolab)/ml 
N-Lauroylsarcosinat-EDTA-Glycin-NaOH-L6sung (NDS-Losung; Evans, 
M., Dyson, P. 1993, Trends in Genetics 9,72-78) fur 16 Std. bei 
37°C), schlossen sich die ndtigen Waschschritte an: 1 x 15 min 
mit NDS, 1 x 15 min mit Hefe-EDTA-Losung (HE-Puffer), 1 x 1,5 
Std. mit HE-Puffer + 50 ug Pefabloc (Roche Diagnostics ) /ml bei 
37 °C, 5 x 30 min mit HE. Nach einer solchen Behandlung lag die 
DNA in einer Form vor, die ein sequenzspezif isches Schneiden mit 
Restriktasen erlaubt . Es wurde eine ausreichende Menge von 60 
Units der jeweiligen Restriktase einem Agarosestuck (etwa 0,05 
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cm ) zugesetzt und die Inkubationszeit von 16 Std. gewahlt, urn 
eine vollstandige Spaltung' zru erreichen Die Auf trennungs- 
bedingungen der DNA-Fragmente in einem. 1,5% Gel (SeaKemGold, FMC 
Bioproducts) bei 170 V, 22 Std. , Pulszeiten von 2,5-38 s und 12°C 
beruhen auf optimierten Erf ahrungswerten. Es wurde eine Puis- 
feldgelelektrophoreseapparatur des Typs CHEF-DRII (BioRad) 
verwendet . 



Ergebnisse : 

Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen (Sdal von MBi 
Fermentas f alle restlichen von New England Biolabs) haben 
folgende unterschiedliche spezifische Spaltsequenzen: 

Spel - A/CTAGT Xbal =T/ CTAGA 

NotI = GC/GGCCGC Swal =ATTT/AAAT 

Avrll = C/CTAGG AscI =GG/CGCGCC 

Sfil = GGCCNNNN / NGGC C Sdal =CCTGCA/GG 

Die Restriktionsendonukleasen Xbal, NotI, Swal, Avrll, AscI, Sfil 
und Sdal ergaben bei beiden L-Form-Stammen und dem Elternstamm 
weitestgehend identische Grund-Fragmentmuster . Das ist ein 
Nachweis dafiir, dafl es sich taxonomisch urn denselben Organismus, 
d. h. E.coli, handelt (Abb 1, 2). 

Abbildung 1 zeigt Spaltmuster chromosomaler DNA des modif izierten 
L-Form-Stairanes E coli LWF+WEI (2, 4, 6, 8) und des Ausgangs- 
stainmes E. coli LWF+ (3, 5, 7, 9) nach Verdau mit jeweils 60 
Units der Restriktionsendonukleasen Swal (2, 3), Spel (4, 5), 
XBal (6, 7) und NotI (8, 9) (alle von New England Biolabs)? die 
Spuren 1 und 10 zeigen Langenmarker , Spur 1: Low Range (New 
England Biolabs), Spur 10: Lambda-Ladder (New England Biolabs). 

Abbildung 2 zeigt die Spaltmuster chromosomaler DNA des 
wandhaltigen Elternstammes E. coli WF+ (2, 5, 8), des L-Form- 
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Ausgangsstammes E. coli LWF+ (3 f 6, 9) und des weiterentwickelten 
Stammes E. coli LWF+Wfcl* (4*, 7, 10) nach Verdau mit jeweils 60 
Units der Restriktionsendonukleasen Spel (2, 3, 4), NotI (5, 6, 
7) und Xbal (8, 9, 10) (alle von New England Biolabs), Spur Is 
Langenmarker Low Range (New England Biolabs). 

Nach Verdau mit Spel ist ein klarer Unterschied der Banden im 
Grofienbereich zwischen 240kb und 290kb im Starom E.coli LWF+WEI 
und im Stamm E.coli LWF+ zu sehen. Dieser reproduzierbare 
Unterschied ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dafl der weiter- 
entwickelte Stamm E. coli LWF+WEI im Vergleich zum Ausgangsstamm 
E. coli LWF+ genotypisch verandert ist (Abb.l., siehe Pfeile) . 

Spaltungen mit Spel r NotI und Xbal ergaben bei den L-Form-Stammen 
ein Muster, das jeweils gleich verschieden zu dera der N-Form ist 
(Abb. 2. , siehe Kreuze) . Nur Spel zeigte einen anderen Unterschied 
zur N-Form (Abb. 2., siehe Kreise) . 

Ein Vergleich der Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den 
Bandenmustern zeigt eindeutig, daB die Stamme E . coli WF+, E. 
coli LWF+ und E. coli LWF+WEI taxonomisch der gleichen Spezies 
angehoren, dafl beide L-Form-Stamme gegenuber dem N-Form Eltern- 
stamm genotypische Unterschiede zeigen und dafl der weiter- 
entwickelte L-Form-Stamm E. coli LWF+WEI gegenuber dem Sammlungs- 
stamm E. coli LWF+ genotypisch verandert ist. 

Aus f iihrungsbeispiel 2 

Unterschied in den Proteinkomponenten in zytoplasmatischen 
Membranen der L-Form-Stamme Escherichia coli LWF+ und E. coli 
LWF+WEI 

Neben der vergleichenden Analyse der chromosomalen DNA nach 
Restriktasebehandlung erlaubt auch die vergleichende Analyse der 
Proteinmuster zweier Stamme Riickschlusse auf genotypische und 
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phanotypische Veranderungen . Unter Anwendung der zweidimensiona- 
len Gelelektrophorese* (.2D-t>AGE) ist eine detaillierte Trennung 
und Charakterisierung von Proteingemischen moglich. Im ersten 
Schritt erfolgt dabei die Trennung nach dem isoelektrischen Punkt 
(pi) in einem Fokussiergel (IEF). Im zweiten Schritt werden dann 
in einem SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) die fokussierten 
Proteine nach ihrem Molekulargewicht (MW) getrennt. 

Im Ausfuhrungsbeispiel wurden die Membranproteine des Ausgangs- 
stammes E. coli LWF+ mit denen des erf indungsgemaB modif izierten 
Stammes E. coll LWF+WEI verglichen. Die Beschrankung auf die 
Membranproteine ist deshalb gewahlt worden, weil die L-Form- 
Membranen nur ca. 500 verschiedene Proteine enthalten, wahrend 
in den ganzen Zellen ein Vielf aches davon vorliegt. Desweiteren 
sind die Membranproteine zum grofiten Teil essentiell und in der 
Regel standig in der Membran vorhanden. Reproduzierbare qualita- 
tive Unterschiede im Muster der Membranproteine sind deshalb ein 
Hinweis auf strukturelle und funktionelle Unterschiede im Genom. 



Material und Methoden 
Anzucht der Zellen: 

Die Zellen der beiden Stamme werden unter identischen Bedingungen 
geziichtet (BHI -Medium mit Zusatzen von 0,5% Hefeextrakt und 5% 
v/v Pferdeserum, Bebriitung im Schuttelinkubator bei 37 °C), nach 
24 Std. abzentrifugiert (6000 x g, 10 min) , in 0,4 M Saccharose 
ge-waschen und durch osmotischen Schock (0,05 M TRIS/HCl-Puf f er 
pH 7,0 mit Zusatz von 0,1 % MgS0 A und 30 ng/ml DNAse) lysiert. 
Durch Ultrazentrifugation (80000 x g , 20 min, 4°C, Beckmann 
Optima XL80) und Waschen in 0,05 M TRIS/HCl-Puf fer mit 0,1 % 
MgSO A erfolgt die Isolierung und Reinigung der Membranen. 
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Probenbehandlung : 

Die gereinigten Membranf raktionen werden zunachst mit der 5- 
fachen Einwaageroenge dest.Wassers gewaschen und danach 45 min bei 
5 °C mit 14000 Upm zentrifugiert ( Sorvallzentrifuge Typ RMC 14). 
Das Pellet wird wie unten beschrieben weiterverarbeitet . 



Solubilisierung der Membranproteine : 

Das gewaschene Membranpellet wird in der 6-fachen Menge Solubili- 
sierungspuffer (9,5 M Harnstoff, 4 % 3-[ (3-Cholamidopropyl)- 
dimethylammonio]-l-propansulfonat (CHAPS , Serva), 5 % einer 40 
%igen Ampholytlosung 3-10, 100 mM Dithiolthretitol (DTT) 
aufgenommen und zusatzlich fester Harnstoff in einer Menge von 
45 % der Membraneinwaage zugegeben, urn die Harnstoff konzentration 
der Gesamtlosung wieder auf ~ 9,5 M zu bringen. Die Suspension 
wird durch Schiitteln bei Raumtemperatur in Ldsung gebracht und 
2 Std. stehengelassen mit wiederholten Schiittelvorgangen. 
AnschlieAend wird die klare Losung 50 min mifo 75000 Upm in einer 
Ultrazentrifuge zentrifugiert (Typ Beckmann Optima TLX bei 20 
°C Der Uberstand enthalt die unter den gewahlten Bedingungen 
gelosten Membranproteine. Jeweils 15 - 20 jxl dieser Losung werden 
auf die Fokussierungsgele aufgetragen und zweidimensional 
analysiert. 



Elektrophoresebedingungen : 

® 

Zur Analyse der Proteinkomponenten wurde das Investigator 2-D 
Electrophoresis System von Oxford Glyco-Systems verwendet. 
isoelektrische Fokussierung (1. Dimension): Keine Prafokussie- 
rung, Strom maximal 110 uA/Gel, Spannung konstant 1000 V (17 
Std.) und 2000 V (30 min), d. h. 18000 Vh insgesamt. 
SDS-PAGE (2. Dimension): 11,5 % Polyacrylamid-Gele (Duracryl 
30,65 % T), kein Stacking-Gel , Spannung maximal 500 V, 20 W/Gel. 
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Alle Gele werden mit Coomassie Brilliant Blau G-250 nach der 
Methode von Neuhoff et al.' (Electrophoresis 1988, 9, 255-262) 
gefarbt, bei welcher die kolloidalen Eigenschaf ten dieses 
Farbstoffes zur Anwendung kommen. 

Ergebnisse 

Abbildung 3 zeigt Membranproteine von Escherichia coli LWF+ (Gel 
Al) und B. coli LWF+WEI (Gel Bl) nach Auftrennung mit 2D-PAGE in 
dem pI-Bereich 4,8 - 6,7 und dem MW-Bereich 31 - 60 kDa. Die 
schwarzen Pfeile markieren Spots bzw. Spotmuster, die nur im 
Stamm E. coli LWF+ vorliegen, und die weifien Pfeile dokumentieren 
Proteine, die fur den Stamm E. coli LWF+WEI spezifisch sind. Der 
Vergleich der Spotmuster in den Gelbereichen 3,5 < pi < 7,0 und 
22 kDa < MW < 80 kDa ergab in den Membranen beider L-Form-Stamme 
ca. 150 detektierte Proteine. Die Mehrzahl der Spots ist 
identisch. Von den zwolf divergierenden Proteinen lagen sechs nur 
im Ausgangsstamm E. coli LWF+ und sechs nur im Stamm E. coli 
LWF+WEI vor. 

in Abbildung 3 sind die Gelbereiche 4,8 < pi < 6,7 und 31 kDa 
< MW < 60 kDa als Aus-schnitte vergrofiert, und sie zeigen 
jeweils vier dif f erierende Proteine. Auf Grund der vollig 
identischen Anzuchtbedingungen und Probenbehandlungen und der 
mehrf ach reproduzierten Daten mufi aus den Ergebnissen geschlossen 
werden, dafl die Zusammensetzung der Membranproteine im Stamm E. 
coli LWF+WEI signifikant verandert ist und dafi dies auf Ver- 
anderungen im Genotyp beruht. 
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Axis f iihrungsbeispiel 3 
* » « 

Vergleich von Wachstum und Produktbildung der rekombinanten L- 
Form-Stamme Proteus mirabilis LVIWEI und Proteus mlrabilis LVI 

Die Gewinnung rekombinanter Proteine, die zur Vakzinierung 
eingesetzt werden konnen, ist eine vordringliche Aufgabe, 
insbesondere fiir bisher dafiir nicht zugangliche Krankheiten wie 
z.B. Malaria. Das MSP1- Gen kodiert ein Protein, das von den 
Merozoiten-Stadien des Erregers Plasmodium falciparum syn- 
thetisiert wird und ein Kandidat fiir Vakzinierungsstrategien 
gegen Malaria darstellt. Zur Gewinnung des Proteins, d.h. in der 
Ausfiihrung des 42 kDa groflen C-terminalen Fragmentes, wurden die 
Stamme P. mirabilis LVI und P. mirabilis LVIWEI mit dem 
Plasmid p6H-42-3D7 transf ormiert . Im Beispiel wird die Fermenta- 
tion beider Transf ormanten verglichen und dokumentiert , da/5 der 
neue Stamm P. mirabilis LVIWEI bessere Eigenschaf ten im Hinblick 
auf Wachstum und Produktbildung hat. 

Material und Methoden 

Die Stamme P. mirablis LVIWEI (p6H-42-3D7) und P. mirabilis LVI 
(p6H-42-3D7) enthalten das gleiche Plasmid mit dem Gen fur das 
42 kDa Fragment des Malaria-Surface-Proteins 1 (MSP1) in der 
Allel-Variante 3D7 (MAD20) des humanspezif ischen Erregers 
Plasmodium falciparum (Pan f W. et al. 1999 , Nucleic Acids 
Research 27 , 1094-1103). Am 42 kDa-Fragment ist N-terminal das 
ojnpA-Signalpeptid fusioniert, was fiir eine Sekretion in das 
Medium notwendig ist. Die Gewinnung der Transf ormanten erfolgte 
nach den gleichen Schritten wie sie in der Patentbeschreibung und 
im Ausf iihrungsbeispiel 5 beschrieben sind. Sie sind hinsichtlich 
Plasmididentitat (Restriktionsmuster ) und der unter Kontrolle 
des P L tetO-l Promotors (Lutz R. and Bujard, H.1997, Nucleic Acids 
Research 25, 1203-1210) induzierbaren Produktbildung getestet. 
Zur Fermentation wurden zuerst Vorkulturen aus den an Wachstum 
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in fliissigen Medien adaptierten Trans formanten hergestellt. Eine 
erste Vorkultur erfolgte 1 bei 37°C (100 ml Glaskolben mit 35 ml 
BHI-Medium und Zusatzen von 50 mM Na-Phosphat pH 7 ,2 und 50 
|ig/ml Kanamycin) iiber 24 Std. als Schiittelkultur bei 220 rpm. 
Nachfolgend wird eine zweite Vorkultur in gleichem Mafistab bei 
28°C fur 24 Std, kultiviert. Diese dient als Inokulum fur die 
dritte Vorkultur (500 ml Glasf laschen mit 150 ml Fermentations - 
medium, 12 Std. bei 26°C kultiviert) . Nach einer mikroskopischen 
Kontrolle der Vorkulturen erfolgt die Beimpfung der Fermenter. 

Der eingesetzte Fermenter (BIOSTAT B Gerat, Braun BBI Melsungen) 
ist ausgeriistet mit Ruhrkessel-Kulturgef afl B2 (Arbeitsvolumen 2 
1), Beliiftungseinrichtung, Riihrwelle mit zwei Paddelriihrem B5 
im Medium und einem 6-Blatt-Scheibenriihrer B2 im Schaumbereich, 
einer pH-Sonde ( Ingold 405D-K8S/200 ) , einer p0 2 -Sonde (Mettler 
Toledo 34 100 3057), einer Schaumsonde, einer Gasmischstation mit 
2 ml Mass-flow Controller fiir Luft und Sauerstoff und Zuluftfil- 
ter 0,2nm (Sartorius Midisart 2000), Abluftkiihler mit Schaumfal- 
le, Sterilfilter (Gelmann Aero 50ST), Abgasanalysensystem 
(Hartmann und Braun, Frankfurt) mit Uras lOp fiir C0 2 -Analyse und 
Magnos 6G fiir 0 2 -Analyse, Kiihlwasserkreislauf kiihler KK4s 
(Medingen, 6°C), Dosiereinrichtung fiir Glukose mit Peristaltik- 
pumpe WM 101U/2rpm (Watson-Marlow, Silikonschlauch ID= 1,6 mm) 
und Steuerung iiber Schaltuhr, off-line Analytik fiir Glukose mit 
ECA 2000 Glukose-Analysator (Medingen) . 

Das Medium im Fermenter ist 1,35 1 BHIB ( 35 g/1) gelost in Na- 
Phosphatpuf fer (50 mM, pH 7,2) mit Zusatzen von Glukose (0,5%), 
Saccharose (1%)/ Hefeextrakt (0,1%), Na-Fumarat (40 mM) , 
Kanamycin (50 |ig/ml) und Ampicillin (200 \xg/ml) . Es wird mit 150 
ml der 12-stiindigen Vorkultur beimpft zu einer Startzellkonzen- 
tration entsprechend einer OD 550 nm =0,5. 

Das Fermentationsregime umfaJ5t: Temperatur = 26 °C; pH-Wert = 
konstant pH 7,2 (+/- 0,3), reguliert mit H 2 S0 4 (12%) und NaOH 
(12%); Beliiftungsrate = 20 SLPM konstant ; Riihrgeschwindigkeit 
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= 100 - 500 rpm, gekoppelt an die festgelegte pO 2 -Konzentration 
von 20%; Induktorzugaba anhydro-Tetracyclin (400 ^g/1/ nach 
erster Verdopplung der OD und 400 \xg/l nach zweiter Verdopplung 
der OD, danach 12 Std. Weiterfuhrung der Fermentation) . Als 
Antischaummittel wurde Ucolub nach Bedarf zugegeben. Zu den in 
Abb. 4a und 4b angegebenen Meflpunktzeiten werden Proben 
entnommen (10 ml) und die Zellkonzentration als optische Dichte 
(OD als Extinktion bei 550 rim, Photometer Spekol 11 Zeiss) als 
Mafl fur die Biomasse bestimmt. 

Die Fermentationsproben werden nach Zentrifugation (6000 x g, 
10 min) in den Uberstand mit loslichem Produkt und in das 
Sediment mit zellgebundenem Produkt f raktioniert . Die Produktbil- 
dung wird durch SDS-Gelelektrophorese und Western blot mit 
produktspezif ischen Antikorpern und quantitativer Auswertung der 
Banden (Scan- und Auswerte-Sof tware Phoretix lD,NonLinear 
Dynamics Ltd, UK) ermittelt. 

Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Fermentationskinetik und der Produktbildung 
mit Proteus mirabills LVI (p6H-42-3D7 ) (a) und P. mirabilis 
LVIWEI (p6H-42-3D7) (b) sind in Abbildung 4 dargestellt. Die 
Mengen an synthetisierten loslichem und zellgebundenem Malari- 
aprotein sind als relative Einheiten ( "units »- Flache x 
Farbintensitat der gescannten Produktbanden im Western blot ) 
angegeben . 

1. Unter weitestgehend gleichen Bedingungen (Vorkultur aus 
intakten L-Form-Zellen, gleichen Wachstumsmedien f Animpf dichten, 
Wachstumstemperaturen, pH-Regelung, Glukosezufiitterung, Induktion 
der Genexpression und Regelung des Sauerstof f eintrages mit 
Schwellenwert von pO 2 =20% durch Kopplung an ErhShung der 
Ruhrgeschwindigkeit) zeigt die Trans formante P. mirabilis LVIWEI 
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(p6H-42-3D7) des weiterentwickelten Stammes deutlich bessere 
Eigenschaf ten. ' 

2. Im Vergleich zum Stainm P. mlrabilis LVI (p6H-42-3D7) zeigt sie 
ein schnelleres Wachstum unmittelbar nach dem Start der Fermenta- 
tion, eine ausgepragte exponentielle Wachs turns phase bis 12 Std., 
sehr viel hohere Zellzahlen und Biomassewerte, verbunden mit 
wesentlich starkerer C0 2 -Bildung und damit aktiveren Stoff- 
wechsel, sowie bessere Vertraglichkeit fur Antischaummittel . Die 
Trans formante des Ausgangsstamm P. mirabllis LVI (p6H-42-3D7) 
zeigt dagegen nach Zugabe von Antischaummittel eine Abnahme der 
Stof fwechselaktivitat, verdeutlicht durch das Absinken der CO 2 - 
Bildung und des 0 2 -Verbrauches . 

3. Die Transformante P. mirabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) erzielt 
eine wesentlich hohere Volumenausbeute an synthetisiertem 
Malariaprotein. Das betrifft sowohl die Menge an zellgebundenem 
Proteinprodukt (Abb. 4a und 4b) als auch die Menge an loslichem 
Produkt, die in beiden Stammen nur gering bleibt . 

Ausfiihrungsbeispiel 4: 

Funktionalitat unterschiedlicher Express ions vektoren mit 
regulierbarer Expressionsleistung in L-Form-Zellen von Proteus 
mirabilis LVIWEI 

Fur die erfolgreiche Verwendung von Bakterienzellen zur Synthese 
rekombinanter Protein-produkte ist eine kontrollierbare Uber- 
expression der Produktgene von entscheidender Bedeutung. Das 
Beispiel 4 dokumentiert , daJ3 eine solche induzierbare Produkt syn- 
these auf der Grundlage der fur E. coli optimierten Genkon- 
struktionen und Regulationsprinzipien auch in L-Form-Zellen von 
P. mirabilis LVIWEI moglich ist. 
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A) Vektorkonstruktion und Nachweis der regulierbaren Expres- 
sions leistung: 

Methodik 2 

Die eingesetzten Vektoren wurden mit bekannten gentechnischen 
Methoden konstruiert (Maniatis et al., 1989, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Lab. Cold Spring Harbor 
N.Y.; Ausubel, F.N., 1998, Current Protocols in Molecular 
Biology. Wiley and Sons). 

Als einfacher Nachweis fur die Funktionalitat der Vektoren wurde 
das Gen fur das Griin-f luoreszierende Protein (GFP; Crameri et 
al., 1996, Nature Biotechnol . 14, 315-319), stellvertretend fur 
die Gene unterschiedlichster rekombinanter Proteine, in die 
Express ions kassetten unter der Kontrolle verschiedener Promotoren 
einkloniert. Das korrekt gefaltete, funktionale GFP besitzt ein 
chromogenes Zentrum, das bei Anregung im UV-Bereich (395nm) 
grunliches Licht emitiert (509nm) . Der Nachweis und die Starke 
der grunen Fluoreszenz sind ein Mafl der Effizienz der vektoren 
und der Produktbildung in L-Form-Zellen hinsichtlich der 
Induktion des Transkriptionsstarts (mRNA-Bildung) , der Trans- 
lation (Proteinsynthese nach kodierender mRNA-Sequenz ) sowie der 
korrekten Faltung des Proteins. 

Fur eine induzierbare und gut regulierbare Proteinbildung wird 
das GFP -Gen unter die Kontrolle der Promotoren lac-P/0 (+ lacl- 
Repressor-Gen; Repressor-Inaktivierung durch Zugabe von 5mM IPTG) 
bzw. tetA-P/O (+ tetR-Repressor-Gen, Repressor-Inaktivierung 
durch Zugabe von 200ug/ml anhydro-Tetracyclin [aTC]) gestellt. 
Fur eine konstitutive Produktbildung steht das GFP -Gen unter 
Kontrolle der Promotor-Region des Jacl-Repressor-Gens (P-lacI) 
bzw. noch zusatzlich unter Kontrolle der Promotor-Region des R- 
Lactamase-Gens (P-Wa) als Tandem-Hybrid (P-lacI / P-bla) . 
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Als Beispiel fur die Regulation der Expressionsstarke iiber den 
Gendosis-Ef fekt , d.h\ .eirtei; Beeinf lussung der Synthese des 
rekombinanten Proteins durch unterschiedliche Anzahl (Kopien) der 
Vektor-DNA mit dem kodierendeh Gen pro Zelle, werden Vektoren fur 
die lac-P/O-kontrollierte GFP-Expression mit den Replikations- 
origins ColEl, pBR322 und pl5A konstruiert. 

Die tibertragung der Vektoren in die L-Form-Stamme erfolgte wie 
im Ausfiihrungs-beispiel 5 beschrieben. Alle Vektoren trugen das 
Kanamycin-Resistenzgen als Selektions -marker . 

Ergebnisse: 

L-Form-Zellen von Proteus mlrabllls LVIWEI mit den entsprechen- 
den Vektoren werden in einer Schiittelkultur (LFS-Medium mit 0,5% 
Hefeextrakt; 18 Std. bei 37 °C) ohne Induktoren kultiviert. Von 
diesen Kulturen und dem plasmidf reien Kontrollstairan werden je 0,1 
ml Zellsuspension auf LFS-Medium-Agar-Platten (ohne bzw. mit 
Induktor-Zusatz) ausgestrichen. Nach 24 Std. Wachstum bei 37 °C 
erfolgt die Anregung mit UV-Licht zur Emission des griinen 
Fluoreszenz-Lichtes und die Fotographie mit einer CCD-Kamera. 

Die auf den Agarplatten in Abbildung 5 gewachsenen und induzier- 
ten Zellen von P. mirabills LVIWEI enthalten Vektoren mit 
folgenden Merkmale (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Promotor-Gen-Konstrukte zur GFP-Synlhese in P. mirabilis LVIWEI 



Nr. Vektor Replikationsorigin Kopien/Zelle Expressionskuntrolle durch Induktion 

0 



1 


pMK310gfp pl5A 


5- 


10 


lac? 10 (+ /ad-Repressor) 


+ IPTG 


2 


pMK311gfp pBR322 


30- 


70 


/acP/O (+ facI-Repressor) 


+ IPTG 


3 


pMK31gfp ColEl(pUC) 


120- 


200 


lac? 10 (+ /ad-Repressor) 


+ IPTG 


4 


P MK3c2gfp ColEl (pUC) 


120- 


200 


P-/fld / ?-bla 


Zx konstitutiv 


5 


pMK3c-gfp ColEl(pUC) 


120- 


200 


P-facI 


konstitiitiv 


6 


pMK7gfp ColEl (pUC) 


120- 


200 


tet?/0 (+ te*R~Repressor) + aTC 



Die aus Abb. 5 zusammengef afiten Ergebnisse dokumentieren, daB 

- Zellen ohne GFP-Expressionsvektoren (Nr. 0) unter alien 
Bedingungen keine Fluoreszenz zeigen, 

- die drei Konstrukte mit dem lac-P/O (Nr. 1-3) nur nach 
Induktion mit 1-10 mM IPTG das GFP synthetisieren, 

- dabei mit Plasmiden, die in hoher Kopiezahl vorliegen (Nr. 3-6, 
mit ColEl / pUC ori), mehr GFP gebildet wird als mit solchen, 
die nur in wenigen Kopien in den Zellen vorhanden sind (Nr. 1, 
mit pl5A ori) , 

- auch mit dem tetA-P/O eine spezifische Genexpression moglich 
ist (Nr. 6) und 

- in den Zellen , die Vektoren mit dem GFP -Gen unter Kontrolle des 
konstitutiven IacI-P/0 enthalten (Nr. 4), unter ^llen geteste- 
ten Bedingungen eine GFP-Synthese erfolgt. 

Diese Ergebnisse erlauben die Schluflf olgerung, daii die fiir die 
ublichen E. eoli-Wirtsstamme konstruierten und optimierten 
Express ions vektoren auch in den L-Form-Zellen von P. mirabilis 
LVIWEI effektiv arbeiten. 
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B) Segregative und strukturelle Stabilitat der Expressions- 
vektoren in L-Form r Zellen 

Methodiks 

Von P. mirabilis LVIWEI (pMK3c2GFP) mit konstitutiver GFP- 
Expression (Nr. 4 in Tab. 1 und auf Agar-Platte in Abb. 5) werden 
Schiittelkulturen in LFS-Medium mit und ohne Selektivantibiotikum 
(50jig/ml Kanamycin) wie unter Beispiel 5 beschrieben angelegt, 
die jeweils wiederum nach 24 Std., d.h. nach ca. 4-5 Zell- 
generationen, in frisches Medium iibertragen und erneut, insgesamt 
iiber 12 Passagen, kultiviert werden. Nach jeder 3. Passage 
erfolgen Verdunnungsreihen (10~ 3 bis 10" 7 ) der Kulturen auf LFS- 
Medium- Agar-Platten mit und ohne Selektivantibiotikum, und nach 
3-tagigem Wachstum werden unter UV-Licht die f luoreszierenden 
bzw. nicht f luoreszierenden Einzelkolonien ausgezahlt (Abb. 6). 

Ergebnisse: 

Der Verlauf des Anteils f luoreszierender Einzelkolonien, d.h. der 
plasmidhaltlgen Zellen in den Kulturen mit und ohne Selektions- 
druck, ergibt auch iiber lange Kultivierungsdauer (mit iiber 50 
Generationen ohne Selektivantibiotikum) keine signif ikanten 
Unterschiede. Dies wird in Abbildung 6 dolumentiert , Die griine 
Fluoreszenz aller plasmidhaltigen Einzelkolonien verdeutlicht 
damit die strukturelle und funktionelle Stabilitat der Vektoren. 

C) Vergleich der Vektor-Ef f izienz in L-Form- und N-Form- 
Zellen: 

Methodik: 

Als Beispiel fur die Produktivitat des L-Form-Expressionssystems 
wurde die GFP-Expression mit verschiedenen Vektoren in L-Forra- 
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Zellen von P. mirabilis LVIWEI mit der Expression in N-Form- 
Zellen vom E. coll Projiuktipnsstamm RV308 verglichen. Beide 
Zelltypen werden unter gleichen Bedingungen in Komplexmedium 
kultiviert und die GFP-Expression induziert. Die Bestimmung der 
Zellkonzentration der Kulturen (g Biotrockenmasse / 1) erfolgte 
durch Absorptionsmessung bei 550nm. Die Zellen werden durch 
Zentrifugation geerntet, mittels Ultraschall-Behandlung aufge- 
schlossen, die GFP-Aktivitat (Fluoreszenz) am Fluoreszenz- 
Photometer quantif iziert und die der Aktivitat zugrunde liegende 
Menge des synthetisierten GFP-Totalproteins uber denaturierende 
SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Gelauswertung und einer Eichkurve 
quantif iziert . Die Menge an synthetisierten funktionalem GFP wird 
auf die eingesetzte Biomasse der P. mirabilis L-Form-Zellen bzw. 
der E. coll N-Form-Zellen bezogen (spezifische Aktivitat). 

Ergebnisse: 

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Werte an funktionalem GFP (mg GFP 
/ g Biotrockenmasse) zeigen die gleiche Effizienz der Expres- 
sionsvektoren (Beispiele: pMK31GFP ( IPTG-Induktion) , pMK7GFP 
(aTC-Induktion) bzw. pMK3c2GFP (konstitutiv) ) fiir die rekom- 
binante Proteinbildung in den weiterentwickelten L-Form-Stammen 
wie fiir bereits etablierte N-Form-£\ -eoli-Expressionssysteme und 
-Produktionsstamme . 



Tabelle 2: Vergleich der Synthese-Effizienz fiir GFP von verschiedenen Vektorkonstrukten in P. mirabilis 
LVIWEI und E. coli RV308 in mg GFP / g Biotrockenmasse. 



Vektor 


P. mirabilis L VI WEI 


E. coli RV308 


pMK31GFP 


41,8 


37,9 


pMK7GFP 


; 57,0 


42,3 ! 


P MK3c2GFP 


38,7 


26,7 
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Ausf iihrungsbeispiel 5 

Herstellung von loslichen, funktionell aktiven, rekombinanten 
Proteinen (Surface-Display) mit Protoplastentyp L-Formen von 
Proteus mlrabllls LVIWEI und Escherichia coli LWF+WEI 

Das Beispiel beschreibt die Herstellung von rekombinanter 
Staphylokinase in membrangebundener Form. Als L-Form-Zellen 
wurden die Stamme E. coli LWF+WEI und P. mirabilis LVIWEI 
verwendent. Staphylokinase ist ein medizinisch bedeutsamer 
Plasminogenaktivator (15 kDa), der von L-Form-Zellen als 
extrazellulares , losliches, funktionell aktives, rekombinantes 
Genprodukt synthetisiert werden kann (Sieben, S., Dissertation 
, Universitat Jena, 1998). Beim Translokationsprozess wird das 
2 7 Aminosauren lange Signalpeptid proteolytisch abgetrennt. 

Material und Methoden 

In dem ersten Schritt wird die DNA-Sequenz (Behnke, D. und 
Gerlach, D., Mol. Gen. Genetics 1987, 210, 528-534) des reifen 
Proteins (Aminosauren 28-163) mittels PCR (Boehringer, Expand 
High Fidelity PCR Kit) amplif iziert . Durch Auswahl von geeigneten 
Primern wird das sa/c-Konstrukt modif iziert, urn die anschliefiende 
Fusion mit den Membrananker-DNA-Sequenzen iiber eine Pstl- 
Schnittstelle am 5'-Ende und die Integration in das Expressions- 
plasmid pF003-Kan iiber eine Hindlll-Schnittstelle am 3'-Ende zu 
ermoglichen (Tab. 1) . Dieses saAr-Fragment ist die Grundlage fur 
alle Fusionsproteine. Durch die Insertion der Pstl-Schnittstelle 
wird gleichzeitig in alle Konstrukte eine Spacersequenz von zwei 
Aminosauren zwischen Membrananker und Sak eingebaut. 

Im zweiten Schritt erfolgt die Bereitstellung von Membrananker- 
Sequenzen. Als solche Ankersequenzen werden die Helix 1 (Amino- 
sauren 1-51; LacYHl) und die Helices 1-3 (Aminosauren 1-127; 
LacYHl-3) der Laktose-Permease LacY aus E. coli verwendet . Andere 
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Ankersequenzen sind die Helix 1 (Aminosauren 1-74; Sec YH1) und 
die Helices 1-3 ( Amintosaurfen. 1-153, Sec YH1-3) der Preprotein- 
Translokase SecY aus E. coli sowie die Helix 1 (Aminosauren 1-34; 
CcmAHl) des Schwarmproteins CcmA von P. mlrabilis zuziiglich eines 
zusatzlichen Spacers von 5 Aminosauren Lange. Die entsprechenden 
genauen Sequenzen sind in Abbildung 7 zusammengestellt . Die DNA 
der Membrananker wird mittels PCR aus genomischer DNA von E. coli 
. DH5a und P. mirabilis VI isoliert (Quiagen Genomic DNA Handbook, 
1997). Hierfiir werden Primer (Tab. 3) benutzt, die die Integra- 
tion in das Expressionsplasmid pF003-Kan iiber eine am 5'-Ende 
eingefiigte Ndel-Schnittstelle und die Fusion mit dem sa*>Fragment 
iiber eine am 3'-Ende eingefiigte Pstl-Schnittstelle ermoglichen. 



Tabelle 3: Ubersicht iiber Primer, die bei der Amplifizierung und Modifizierung der Fusionsfragmente 
verwendetet wurden. 

i 



Fragment 


Bezeichnung 


Primersequenz 


Lange bp 


Inserierte 
Schnittstelle 


Staphylokinase 
+ 2 As Spacer 
(As 28 - 163) 


Sak 


Sense 


CGCCTGCAGTCAAGTTCA Tl CG 
ACAAAGGA 


30 


Pstl 


Antisense 


CG C AAGCTTTTATTTCTTTTCT A 
TAACAACCTT 


33 


Hindlll 


Laktose-Per- 
mease 
HelLx 1 
(As 1 - 51) 


LacYHl 


Sense 


GGAATTCCATATGTAC1A11 1 A 
AAAAACACAAACTTTT 


38 


Ndel 


Antisense 


CGCCTGCAGGCTGATATGGTTG 
ATGTCATG 


30 


Pstl 


Laktose-Per- 
mease 

Helices 1-3 
(As 1 - 127) 


LacYHl-3 


Sense 


GG AATTCCAT ATGTACTA i u 1 ' 1 A 
AAAAACACAAACTTTT 


38 


Ndel 


Antisense 


CGCCTGCAGGTATTGTAACAGT 
GGCCCGAAGATAAA 


36 


Pstl 


Preprotein- 
Translokator 
Helix 1 
(AS 1 - 74) 


SecYHl 


Sense 


CGCGCATATGGCTAAA- 
CAACCGGGATTAGATTTCAAA 


37 


Ndel 


Antisense 


CGCCTGCAGACGGCTGAGAGC 
ACCACCAGAGAACATGTT 


39 


Pstl 


Preprotein- 
Translokator 
Helices 1-3 
(As 1 - 153) 


SecYHl-3 


Sense 


CGCGCATATGGCTAAA- 
CAACCGGGATTAGATTTCAAA 


37 


Ndel 


Antisense 


CGCCTGCAGGCCCGGGTTAATC 
ACCAGGCCTTGCATACC 


39 


Pstl 


Schwarmprotein 
HelLx 1 

-f 5 As Spacer 
(As 1-34) 


CcmAHl 


Sense 


CGCCATATGGATAA- 
TAAGCGAACACAGCGG 


30 


Ndel 


Antisense 


CGCCTGCAGTTCTCTGGTG GTG 
CTCTCAC- 

CAGCTATTTGATATCG 


45 


Pstl 
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Im dritten Schritt wird das sak-Fragment in den Vektor pF003 
einkloniert, amplifiziert lind anschliessend im Expressionsvektor 
mit den verschiedenen modif izierten Merabranankerfragmenten 
fusioniert (Tab. 4; Abb. 8). Die Membrananker-saA'-Fus ions -Gene 
stehen unter der Kontrolle des tac Promotors und sind damit durch 
IPTG ( Isopropyl-fi-D-Thiogalactopyranosid) induzierbar . 

Tabeile 4: Ubersicht iiber die venvendeten Fusionspartner und die entstandenen Expressionsplasmide 



Ausgangs- 
plasmid 


Fusionspartner 


Fusionsprodukt 


Expressionsplasmid 


pF003-Kan 


LacYHl 


Sak 


LacYHl-Sak 


pFLacYHl-Sak 


LacYHl-3 


Sak 


LacYHl-3-Sak 


pFLacYHl-3-Sak 


SecYHl 


Sak 


SecYHl-Sak 


pFSecYHl-Sak 


SecYHl-3 


Sak 


SecYHl-3-Sak 


pFSecYHl-3-Sak 


CcmAHl 


Sak 


CcmAHl-Sak 


pFCcmAHl-Sak 



Mit den in Tabeile 4 beschriebenen Expressionsplasmiden der pF- 
Serie erfolgt dann im Schritt 4 die Transformation in die L-Form- 
Zellen von P. mlrabilis LVIWEI und E. coll LWF+WEI . Tranformiert 
wird mit der PEG-Methode (Gumpert et al . , aaO) . Die Isolierung 
der Trans formanten wird auf BHI-Agarplatten mit Zusatzen von 
Pferdeserum (8%), Hefeextrakt (0,5%) und Kanamycin (0 - 50 \ig/ml) 
durchgef iihrt . Einzelne Trans formantenkolonien werden danach auf 
BHI-Agarplatten mit den gleichen Zusatzen an Serum und Hefeex- 
trakt sowie Kanamycin (50 ng/ml) iibertragen und 1-3 mal passa- 
giert r bis dichtes Wachstum als Kolonierasen erreicht ist. Die 
Fliissigkeitskultur der Trans formanten wird in der Weise erhalten, 
daB ein Agarblockchen mit reichlich Koloniewachstum in 30 ml BHI- 
Medium mit Zusatzen von Hefeextrakt (0,5%) und Kanamycin (50 
jig/ml) eingebracht und unter Schutteln bebriitet (37°C) wird. Nach 
2-4 Passagen unter den gleichen Wachstumsbedingungen werden so 
Flussigkeitskulturen erhalten, die zu Zellkonzentrationen von 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung von modif izierten L-Form-Bakterien- 
stammen, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) man einen an ein komplexes Nahrmedium adaptierten L- 
Form-Bakterienstamm alternierend bei unterschiedlichen 
Temperaturen im Temperaturbereich von 20 bis 40 °C 
kultiviert, und 

b) bei ansteigender hydromechanischer Belastung der Zellen 
ferment iert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB der 
in Schritt (a) und (b) eingesetzte L-Form-Bakterienstamm 
eine stabile Protoplasten-Typ L-Form ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl der L-Form-Bakterienstamm eine L-Form von Escherichia 
coli, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Nocardia asteroides f Pseudomonas stutzeri, 
Staphylococcus aureus f Streptococcus faecalis, Streptomyces 
hygroscopicus oder Thermoactinomyces vulgaris ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der 
L-Form-Bakterienstarom eine L-Formen von P. mirabilis LVI, 
P. mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- oder Bac. 
subtilis L170 ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Schritte (a) und (b) in dieser Reihen- 
f olge durchf iihrt . 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man den Schritt (a) in der Weise durchf iihrt, 
dafl man die Temperatur alternierend zwischen zwei Temperatu- 
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INTERNATIONAL FORM 



Institut fur Molekulare* « ' , 
Biotechnologie e .V. 
Beut enbergs t r . 1 1 




07708 Jena 


VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule 102 by the 

fvrreoxi ATinWAI nCPAQITA C V AirTHDRITY 
IN i fcKNA iit_#fN/vL. ucruoi t MivT /vuinuiui i 

identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


H. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Institut fur Molekulare 

Biotechnologie e.V. 
Address: Beutenbergstr . 11 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 13364 


07708 Jena 


Date of the deposit or the transfer 1 : 
2000-03-06 


III. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2000-03-06 2 . 
On that date, the said microorganism was 


(X) 3 viable 




( )' no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED* 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person® having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig [ 


Date: 2000-03-10 



1 • Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 



date of the transfer). 

2 In the cases referred to in Rule 102(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 

3 Mark with a cross the applicable box. 

4 Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
Form DSMZ-BP79 (sole page) 0196 
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INTERNATIONAL FORM 



Inst it ut fur Molekulare 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr . 11 

07708 Jena 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 
L99WEI 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 133 64 



It SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by; 



(X ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



ni. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under L above, which was received by it on 2000-03-06 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
ibr conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascherodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 



Date: 2000-03-10 



Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 
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10 10 /ml wachsen. Im Fall der Trans formant en von E . coll LWF+WEI 
sind die Zusatze von Kanamycin geringer (1-5 ug/ml) . 

Im 5. Schritt wird die Fliissigkeitskultur der Transf ormante zur 
Synthese des Fusionsproteins angeregt und in die Fraktionen 
Kulturmedium (Uberstand) , L-Form-Zellen, L-Form-Membranen und 
Zytoplasma aufgetrennt. Dazu werden Transf ormanten, z.B. P. 
mirabilis LVIWEI (pFCcmAHl-Sak) in Glaskolbchen (100 ml) oder 
Fermenter (21 Nettovolumen) in BHI-Medium mit Zusatzen von Hefe- 
extrakt (0,5%) und Kanamycin (50 ug/ml) inkubiert (37°C). Nach 
2-6 Std. erfolgte durch Zugabe von IPTG (3 mM) die Induktion 
der Genexpression von den Fusionsproteinen. Aus den Kulturen 
wurden nach 8, 24 und 48 Std. Proben entnommen. In ihnen erfolgt 
durch Zentrifugation (6000 g, 10 min) eine Abtrennung der Zellen 
als Pellet und des Kulturmediums als Uberstand. 

Die Zellen werden einmal in Saccharoselosung (0,4 M) in dest. 
Wasser gewaschen und anschlieflend zur Trennung von Zytoplasma und 
Membranen auf geschlossen. Der Aufschlufi der Zellen von P. 
mirabilis LVIWEI erfolgt durch Ultraschallbehandlung mit einem 
Branson Sonifier 240. Die Zellen werden dazu in TRIS/HCl Puffer 
(0,05 M, pH 7,0 ) mit Zusatz von MgSO^ (0,1%) resuspendiert (OD 
bei 600 nm um 10, Zellkonzentration um 10 10 /ml, 10 ml Probenmen- 
ge) und 1-3 min mit Energies tufe 3 beschallt, wobei sich das 
Glasgefafl in einem Eisbad befindet. Durch Kontrolle von Proben 
im Phasenkontrastmikroskop ( VergroJierung 2000 x ) wird der 
Zeitpunkt ermittelt, zu dem die Zellen zerstdrt sind und nur noch 
Membranvesikel vorliegen. 

Im Falle der Trans formantenkulturen von E. coli LWF+WEI erfolgt 
der Zellaufschlufi durch osmotische Lyse. Dabei werden die mit 0,4 
M Saccharose gewaschenen Zellen in TRIS/HCl Puffer (0,05 M , pH 
7,0) mit Zusatzen von 0,1% MgSO< und 30 ug/ml DNAse (Boehringer 
Mannheim ) resuspendiert (Zellkonzentration 10 /ml) und bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Durch fortlaufende mikroskopi- 
sche Kontrolle wird wiederum der Zeitpunkt der weitgehenden 
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Zellyse bestimmt. Mit den so erhaltenen Suspensionen erfolgt dann 
die Trennung der Membranve^sikel vom Zytoplasma durch Ultrazen- 
trifugation bei 80000 g in einer Optima XL80 Zentrifuge (Beck- 
mann) . 

Im 6. Schritt erfolgt der biochemische und f unktionelle Nachweis 
des Genproduktes in den 4 Fraktionen. Dazu werden 30 ^1 Probe im 
Western blot (Ausubel, F. M. 1999; Current Protocols in Molecular 
Biology) im SDS-Gel (13 - 15%) aufgetrennt und die Proteine nach 
Transfer auf eine PVDF-Membran (Millipore) mit Staphylokinase- 
spezif ischen primaren Antikorpern und sekundaren Antikorperm, die 
an alkalische Phosphatase gekoppelt sind und somit eine Farb- 
reaktion bewirken konnen, sichtbar gemacht. 

Der Nachweis der funktionellen Aktivitat erfolgt mit dem 
Milchagar-Plattentest . In Agarplatten (15 cm Durchmesser), die 
mit aqua dest. Agar (30 ml, 1,5%) mit Zusatzen von Magermilch 
(10%) und Plasminogen (lO'Vg/ml; Boehringer Mannheim) gefullt 
sind, werden Locher (9 mm Durchmesser) ausgestanzt, in die 50 nl 
der Proben gegeben werden. Nach 2-18 Std. Inkubation (37°C) 
erfolgt die Ausmessung der Auf klarzonen. Durch biologisch aktive 
Staphylokinase wird das Plasminogen aktiviert, und das enstehende 
Plasmin spaltet das Casein der Milch und fiihrt zu Aufklarzonen 
urn das Stanzloch. Durch Vergleich mit Staphylokinase-Standards 
kann so die biologische Aktivitat der Staphylokinase quantitativ 
bestimmt werden. 

Im 7. Schritt wird die Lokalisation des Fusionsproteins an der 
AuBenseite der L-Form-Membran durch Trypsinverdau und durch 
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie mit Immunogoldmarkierung am 
Replikon untersucht. Zusatzlich wird die Membranstandigkeit des 
Fusionsproteins durch den Nachweis der Rekonstitution in 
micellenbildenden Detergention wie Octylglycosid oder Triton X100 
bewiesen. 
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Ergebnisse 

In Abb. 7 sind die Aminosaure und Nukleotidsequenzen der 
Membrananker und der Fusionsproteine dokumentiert. Mit der 
Sequenz der maturen Staphylokinase , die den Aminosauren 28—16 3 
des kompletten Proteins entspricht (nichtmarkierte Aminosaure- 
und Nukleotidsequenzbereiche) , wurden N-terminal iiber eine 
eingefiigte PstI Schnittstelle ( Sequenzbereiche fett, kursiv, 
unterstrichen) und einem dementsprechenden kurzen Aminosaurelin- 
ker die folgenden membranspannenden Domanen fusioniert (Sequenz- 
bereiche doppelt unterstrichen): a) Helix 1 (Aminosauren 1 - 51; 
LacYHl) der Laktosepermease , b) Helices 1-3 (Aminosauren 1 - 
127; LacYHl-3) der Laktose-Permease, c) Helix 1 (Aminosauren 1 
— 74; SecYHl) der Preprotein-Translokase, d) Helices 1-3 
(Aminosauren 1 — 153; SecYHl-3) der Preprotein-Translokase und 
e) Helix 1 (Aminosauren 1-34; CcmAHl) des Schwarmproteins mit 
einer zusatzlichen Spacersequenz von fiinf Aminosauren (Sequenzbe- 
reiche fett, kursiv) . 

In Abb. 8 ist beispielhaft das Expressionsplasmid pFLacYHl-3-Sak 
zur Synthese von rekombinanter membrangebundener Staphylokinase 
mit L-Form-Zellen von E. coli LWF+WEI dargestellt. Ptac : tac- 
Promotor; lacYHl-3 : Helices 1-3 der Laktose-Permease (As 1 - 
127); sak : Gen fur Staphylokinase (As 28 - 163); Spacer : 2 As; 
lacYHl-3-sak : Fusionsprotein; rrnBT : Transkriptionsterminator 
des rrnB Operons; kann : Kanamycinresistenz-Kassette; ori : 
Replikationsorigin von pBR322; laclq : Lac-Repressor mit 
modi f i z iertem Promot or . 

Abb. 9 dokumentiert die Synthese der membrangebundenen Fusions- 
poteine LacYHl-Sak und LacYHl-3-Sak und erlautert schematisch das 
Prinzip des Surface-Displays mit E. coli LWF+WEI. a: Western 
blot-Analyse mit Sak-spezif ischer Immunof arbung; lane 1, 
Molekulargewichtstandard; lane 2 f Sak-Standard; lane 3 f Membrane 
fraktion von LacYHl-Sak exprimierenden Zellen; lane 4, Membran- 
fraktion von LacYhl-3-Sak exprimierenden Zellen. b: Prinzip der 
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Verankerung der Fusionsproteine im Phospholipidbilayer der 
Membran; 5, Staphylokinas'eajvteil ; 6 , Laktose-Percneaseanteil 
(transmembrane Helices im Phospholipid-Bilayer ) . 

1. Mit den angewandten Verfahren konnen die Gensequenzen der 
integralen Membrananker-Domanen (Helix 1 und Helices 1-3 ) von 
der Laktose-Permease LacY, von der Preprotein-Translokase SecY 
aus E. coli und von dem Schwarmprotein CcmA (Helix 1) aus P. 
mirabills (Abb. 7) so mit dem Staphylokinasegen fusioniert 
werden, dafl sie sich in das Plasmid pF003-Kan integrieren lassen 
(Abb. 8). 

2 . Die neuartigen Membrananker-Staphylokinase-Genkonstrukte 
LacYHl-Sak, LacYHl-3-Sak, SecYHl-Sak, SecYHl-3-Sak und CcmAHl-Sak 
werden durch IPTG-Induktion kontrollierbar in den Stammen E. coli 
LWF+WEI und P. mirabilis LVIWEI iiberexprimiert , ohne dafl das 
Zellwachstum gehemmt wird und die Zellen geschadigt oder lysiert 
werden . 

3. Die Genprodukte der Membrananker-Staphylokinase-Fusions- 
proteine werden in solchen Mengen von den L-Form-Transf ormanten 
gebildet, dafl sie im SDS-Gel und Western blot als spezifisch 
gefarbte Banden dargestellt werden. In Abb. 9a ist stellver- 
tretend fiir alle Fusionsproteine die erfolgreiche Expression der 
Fusionsproteine LacYHl-Sak und LacYHl-3-Sak in E. coli LWF+WEI 
mittels Western blot-Analyse mit Sak-spezif ischen Antikorpern 
dargestellt. Die Banden entsprechen den jeweiligen zu erwartenden 
Molekulargewichten (LacYHl-Sak = 20 , 8 kDa, LacYHl-3-Sak = 27 , 9 
kDa). Ungefahr 5-50 mg/1 Fusionsprodukt wurden gebildet. Abb. 
9b veranschaulicht das Prinzip der Membrananker und der Fusions- 
proteine. Die Expression der Fusionsproteine SecYHl-Sak (23,7 
kDa) und SecYHl-3-Sak (32,1 kDa) konnte in E. coli LWF+WEI mit 
den gleichen Methoden nachgewiesen werden. SecYHl-3-Sak wird 
allerdings nur in geringen Mengen exprimiert. P. mirabilis LVIWEI 
ist weniger gut fiir die Expression von Fusionsproteinen mit 
heterologen Membranankern von E. coli geeignet. Die Expression 
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des Fusionsprodukts CcmAHl-Sak in P. mirabilis LVIWEI verlief 
hingegen sehr erfolgreic^. Die Menge membrangebundener Staphylo- 
kinase lag im Bereich von 100 mg/1. 

4. Die Genprodukte sind iiberwiegend Oder ausschlieBlich in den 
Membranfraktionen lokalisiert. Nur geringe Mengen konnen im 
Zytoplasma oder im Mediuimiberstand gefunden werden, Im Falle der 
Fusionsproteine mit einer Helix (HI) ist die synthetisierte Menge 
an Staphylokinase wesentlich hoher (3-10 mal) als bei den 
Konstruktionen mit 3 Helices (Hl-3). Sie bleibt fast vollstandig 
an die L-Form-Membran gebunden. Die mit drei Helices fusionierte 
Staphylokinase ist ausschlieBlich in membrangebundener Form 
nachweisbar - 

5. Die in den Membranfraktionen lokalisierte Staphylokinase ist 
funktionell aktiv. Mit dem Milchagar-Test wurde aktive Staphylo- 
kinase nachgewiesen. 

6. Die Staphylokinasemolekule befinden sich auf der AuBenseite 
der L-Form-Membran . Neben der positiven funktionellen Aktivitat 
wurde dies durch den Verlust der Staphylokinase nach proteolyt- 
ischem Abbau mit Trypsin, durch Rekonstitutionsexperimente in 
Triton X100 und Octylglycosid sowie durch Immunogoldf arbung und 
anschlieBender Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Aus den 
mechanischen und chemischen Behandlungen der Membranen (Scher- 
krafte bei Kultivierung, Waschen mit TRIS/HCl-Puf f er , Praparation 
und Waschungen der Membran) kann geschlossen werden, daB die 
Staphylokinase-Molekiile sehr fest an der L-Form-Membran gebunden 
bleiben. 

Die Ergebnisse belegen die Entwicklung neuartiger Surface- 
Display-Systeme, mit denen membrangebundene und Fusionsproteine 
aus Membrananker-Peptiden und loslichen Proteinen kontrolliert 
synthetisiert und in relativ groflen Mengen in L-Form-Membranvesi- 
keln hergestellt werden konnen. Im Vergleich zu den bisherigen 
bekannten bakteriellen Surf ace-Display-Systemen liegen die 
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Vorteile dieses Systems darin, dafl L-Form-Membranen relativ 
einfach in reiner Form gewinpbar sind, dafi darin immunreaktive 
Komponenten (z.B. LPS, Muramylpeptide, Fimbrien, Geifleln) 
weitestgehend fehlen, dafi extrazellulare Proteasen fehlen, dafl 
fiir das Surface-Display nur die Trans lokation durch die Zytoplas- 
mamerabran notwendig ist, daJ3 relativ grofle Mengen des Fusions- 
proteins an der AuJienseite der L-Form-Membran exponiert wird und 
dafi das Proteinprodukt als funktionell aktive Molekiile auf der 
Membran gebunden bleiben. 

Damit eroffnen sich mit dem L-Form-Sur face-Display-System neue 
Wege zur Untersuchung von Struktur-Funktions-Beziehungen und 
Zell-Zell-Interaktionen sowie zur Entwicklung neuer und alterna- 
tiver Vaccinierungsstrategien und diagnostischer Testsysteme. 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Institut fur Molekulare 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr . 11 

07708 Jena 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHTNTERLEGUNG, 
ausgestellt gemafl Rege! 7. 1 von dcr unten angcgebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZHCHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 
L170WEI 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiltc EINGANGSNUMMER: 

DSM 13361 



H. WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/DDHR VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dem unter I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 



(X ) cine wissenschaffliche Beschreibung 

(X ) eine vorgeschlagene taxonoraische Bezeichnung 

eingcreichL 

(Zutreffendes ankrcuzen). 



UI. EINGANG UND ANNAHME 



f Diese Internationale Hinteriegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bci ihr am 2000-03-06 (Datum der 
Ersthmterlegung) 1 eingegangen isL 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der inner I bezeichncte Mikroorganismus ist bei diescr Internationaten Hinteriegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hmterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung diescr Ersthinterlegung in eine Hinteriegung gemaC Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Veractung der intemationalen Hinteriegungsstelle 
befugten Person(en) Oder des (der) von ihr ermachtigten Bcdicnsteten: 



Datum: 2000-03-10 



1 Fails Regel 6.4 Buchstabe d zutriffi. ist dies dcr Zeitpunkt. zu dem der Status eincr intemationalen Hinteriegungsstelle erworben worden ist. 
Formblatt DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 0196 
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INTERNATIONALES FORMBLATT 



Institut fur Molekulare 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr. 11 

07708 Jena 



lebensfAhigkhtsbescheinigung 

ausgesteltt gematt Rcgel 10.2 von der unten angegebenen 
INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Institut ftir Molekulare 

Biotechnologie e.V. 
Aaschriftr Beutenbergstr . 11 

07708 Jena 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 13361 

Datum der Hinterlegung oder Wcitcrleitung 1 : 
2000-03-06 



III. LEBENSFAHIGKETTSBESCHEINIGUNG 



Die Lcbcnsfehigkcit des untcr II genannten Mikroorganismus ist am 2000-03-06* geprOft worden. 
Zu diescm Zeitpunkt war der Mikroorganismus 

(X)> lebensfthig 

( ) s nicht mehr lebensfthig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DEN EN DIE LEBENSFAHIGKEiTSPRGFUNG DURCHGEF0HRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschriffc Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Venrctung der intemafiomden Hinterlegungssteile 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr crmachtigten Bedicnsteten: 



Datum: 2000-03-10 



Angabe des Datums der Ersthinleriegung. Wenn eine emeutc Hinterlegung oder eine Weiterieiiung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums 
der jeweils letzten cmeutcn Hinterlegung oder Weiterleitung. 

In den in Rcgel 10.2 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgesehenen Fallen Angabe der letzten Lebensfthigkeitsprutung. 
Zutreffendes ankreuzen. 

AusflJHen, wenn die Angabcn beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prufong negatrv waren. 
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INTERNATIONAL FORM 



Institut fur Molekulare ■ , 1 , 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr . 11 




07708 Jena 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 
LWF+WEI 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 13362 


D. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorganism identified under I. above was accompanied by: 




pC ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonoraic designation 




(Mark with a cross where applicable). 




in. RECEIPT AND ACCEPTANCE 


! This Internattonal Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 2000-03-06 
(Date of the original deposit) 1 . 


IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 


Hie microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original dcposK) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by It on (date of receipt of request 
for conversion). 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROOROANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official^): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 2000-03-10 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 
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INTERNATIONAL FORM 



VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 102 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Ins ti tut fur Molekulare 

Biotechnologie e.V. 
Address: Beut enbergs tr . 11 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY; 

DSM 13362 


07708 Jena 


Date of the deposit or the transfer': 
2000-03-06 


III. VIABILITY STATEMENT 


Hie viability of the microorganism identified under D above was tested on 2000-03-06 1 . 
On that date, the said microorganism was 


(X) J viable 




( y no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DS MZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M3KROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature^) of person(s) having the power to represent die 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38 124 Braunschweig 


Date: 2000-03-10 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (Hi), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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INTERNATIONAL FORM 



Institut fur Molekul&re 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr . 11 

07708 Jena 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 
LVIWEI 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 133 63 



a SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under J. above was accompanied by: 

(X ) a scientific description 

pC ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received byiton 2000-03-06 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



Hie microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Address: Maschcrodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature's) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofilcial(s): 



Date: 2000-03-10 



Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
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INTERNATIONAL FORM 



Institut fur Molekulare 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr. 11 




07708 Jena 


VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 1 0.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at me bottom of this page 


!. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Institut fur Molekulare 

Biotechnologie e.V. 
Address: Beutenbergstr . 11 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 13 363 


0770 8 Jena 


Date of the deposit or the transfer 1 : 
2000-03-06 


UI. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under H above was tested on 2000-03-06 2 . 
On that date, the said microorganism was 


(X) 1 viable 




( y no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized officials): 


Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 2000-03-10 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule ICZ(a> (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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INTERNATIONAL FORM 



Institut fur Molekulare 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr . 11 

07708 Jena 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 
L99WEI 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 133 64 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 

(X ) a scientific description 

(X > a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



HI. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This Internacional Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, 
(Date of the original deposit) 1 . 



which was received by Hon 2000-03-06 



^o^isn, actffic- un-er , - » ^^^^^^ ^SM3« 

and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was recei y 

for conversion). 




Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascherodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signatured) of person(s) having the power to ^enltite 
International Depositary Authority or of authorized officios). 

Date: 2000-03-10 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on 
Form DSMZ-BP74 (sole page) 0196 



which the status of international depositary authority vras acquired. 



BNSDOCID; <WO 0166776A2J_> 



WO 01/66776 

63 


PCT/EP01/02630 


• i 

INTERNATIONAL FORM 


Inst i tut fur Molekulare 1 ' ■ 
Biotechnologie e.V. 
Beutenbergstr. 11 




07708 Jena 


VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATIUN Or lrib MICKUUKUAiNlalvl 


Name: Institut fftr Molekulare 

Biotechnologie e.V. 
Address: Beutenbergstr . 11 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 13364 


07708 Jena 


Date of the deposit or the transfer 1 : 
2000-03-06 


HI. VIABILITY STATEMENT 




The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2000-03-06 2 . 
On that date, the said microorganism was 


(X) J viable 




( )* no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of aothorized officials): 

Date: 2000-03-10 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 102(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability tesL 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in If the information has been requested and if the results of the test were negative. 



Form DSMZ-BP/9 (sole page) 0196 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung von modif izierten L-Form-Bakterien- 
stammen, dadurch gekennzeichnet , dafl 

a) man einen an ein komplexes Nahrmedium adapt ierten L- 
Form-Bakterienstamm alternierend bei unterschiedlichen 
Temperaturen im Temperaturbereich von 20 bis 40 °C 
kultiviert, und 

b) bei ansteigender hydromechanischer Belastung der Zellen 
f ermentiert . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl der 
in Schritt (a) und (b) eingesetzte L-Form-Bakterienstamm 
eine stabile Protoplasten-Typ L-Form ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
da/5 der L-Form-Bakterienstamm eine L-Form von Escherichia 
coli f Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Nocardia asteroides, Pseudomonas stutzeri, 
Staphylococcus aureus f Streptococcus faecalis f Streptomyces 
hygroscopicus oder Thermoactinomyces vulgaris ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
L-Form-Bakterienstamm eine L-Formen von P. mirabilis LV1, 
P. mirabilis L99, E. coli LWF+, E. coli LWF- oder Sac. 
subtilis L170 ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man die Schritte (a) und (b) in dieser Reihen- 
folge durchfiihrt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man den Schritt (a) in der Weise durchfiihrt, 
dafl man die Temperatur alternierend zwischen zwei Temperatu- 
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ren Tl und T2 variiert, wobei Tl im Verlauf des Schrittes 
(a) gleich bleibt? und T2. variiert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man den Schritt (b) in der Weise durchfiihrt, 
dafl man die Riihrgeschwindigkeit variiert mit der das 
Ferment at ionsmedium geriihrt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl in den Schritt en (a) und (b) das Nahrmedium 
aus Brain-heart-infusion-broth (BHIB) , Todd-Hewitt-broth 
(THEB) f Tryptic-Soy-broth (TSOYB) und L-broth (LB) ausge- 
wahlt ist. 

9 . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Beliif tungsrate von 0,2 bis 1 Volumen 
Luf t /Minute /Volumen Medium variiert wird. 

10. Verfahren zur Gewinnung von modif izierten L-Form-Bakterien- 
stammen, dadurch gekennzeichnet , dafl man einen an ein 
komplexes Nahrmedium adaptierten L-Form-Bakterienstaram durch 
Mutationen in den Genen recA, hsdR/S, relA, supE und/oder 
durch Einfiihrung von amber- und ochre-Mutanten Rekombina- 
tion, Modif ikation und Restriktion und/oder durch Insertion 
von Genen der Transkriptions- und Translationskontrolle, wie 
IacJ q und IacUV-T7 , in das Chromosom modif iziert. 

11. L-Form-Bakterienstamm, erhaltlich durch ein Verfahren gemafl 
den Anspriichen 1 bis 10. 

12. L-Form-Bakterienstamm nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeich- 
net, dafl er aus der aus P. mirabilis LVIWEI (Hinterlegungs- 
nummer DSM 13363); P. mirabilis L99WEI (Hinterlegungsnummer 
DSM 13364), E. coli LWF+WEI (Hinterlegungsnummer DSM 13362) 
und B. subtilis L170WEI (Hinterlegungsnummer DSM 13361) 
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist. 
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13. Verfahren zur Herstellung von Genprodukten, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen L-Form-Bakterienstamm gemaB einem 
der Anspriiche 11 bis 12 mit einer fur ein Genprodukt kodie- 
renden Nukleotidsequenz trans formiert, man dann den trans- 
formierten L-Form-Bakterienstamm kultiviert und zur Ex- 
pression des Genprodukts anregt und man schliefllich das 
Genprodukt isoliert. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB man 
zur Transformation ein Vektorsystem verwendet, das die fur 
das Genprodukt kodierende Nukleotidsequenzen verknupft mit 
Regulationssequenzen enthalt. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Genprodukt ein membrangebundenes Protein ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Produktgen mit einer zusatzlichen Gensequenz verknupft ist, 
die fur einen Signalpeptid, eine Sequenz einer transmem- 
branen Region von Membranproteinen oder eine hydrophoben 
Aminosauresequenz kodiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die 
zusatzliche Gensequenz fur ein Signalpeptid, das nicht durch 
prokaryotische Signalpeptidasen vom Produktprotein abgespal- 
ten wird, fur eine Transmembranhelix von integralen Membran- 
proteinen, fur eine homologe oder heterologe transmembrane 
Region prokaryotischer Membranproteine, fur das eukaryo- 
tische Signalpeptid des SERP-Proteins oder eine hydrophobe 
Aminosauresequenz mit 8 bis 150 Aminosauren kodiert. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17 , dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Genprodukt ein als Arzneimittel oder 
Diagnostikum verwendbares Protein, eine Immundeterminante, 
ein Enzyminhibitor, ein Enzymaktivator , ein Rezeptor, ein 
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Precursor-Protein Oder ein Enzym oder ein Protein der 
Signaliibertragung i'st. 

19. Verfahren zur Herstellung von an Zelloberf lachen gebundenem 
Protein, dadurch gekennzeichnet , dafi man einen L-Form- 
Bakterienstamm mit einer Nukleotidsequenz trans f ormiert , die 
fur ein Genprodukt und ein damit verbundenes Signalpeptid, 
eine damit verbundene Sequenz einer transmembrane Region von 
Membranprot einen oder eine damit verbundene hydrophobe 
Aminosauresequenz kodiert, man dann den trans formierten L- 
Form-Bakterienstaram kultiviert und zur Expression des 
Genprodukts anregt und man schliefilich das Genprodukt in an 
die Zellen des L-Form-Stamms gebundener Form isoliert. 

20. Verfahren zur Herstellung von outer-membrane-protein (Omp) 
von Gram-negativen Bakterien, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man einen L-Form-Bakterienstamm mit einer Nukleotidsequenz 
trans f ormiert, die fur ein Omp und ein damit verbundenes 
Signalpeptid, eine damit verbundene Sequenz einer transmem- 
brane Region von Membranproteinen oder eine damit verbundene 
hydrophobe Aminosauresequenz kodiert, man dann den trans for- 
mierten L-Form-Bakterienstamm kultiviert und zur Expression 
des Genprodukts anregt und man schlieJBlich das Genprodukt 
isoliert . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
Omp ein Omp mit fl-Faltblattstruktur ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 das Signalpeptid ein Signalpeptid zur Translokation ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Genprodukt eine antigenen Determi- 
nanten von pathogenen Organismen, ein single chain Antikor- 
per oder Antikorperf ragment , ein heterologes Enzym, ein 
Polyhistidyl Tag oder eine Peptidbibliothek ist. 
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24. L-Form-Bakterienstamm, dadurch gekennzeichnet , dafl er 
rekombinante Proteirie aufWeist, die iiber ein Signalpeptid, 
eine Sequenz einer transmembrane]! Region von Membranprotei- 
nen oder eine hyrophobe Aminosauresequenz an der Zytoplasma- 
membran der L-Form-Zellen verankert sind. 

25. L-Form-Bakterienstamm nach Anspruch 24 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das rekombinante Protein eine antigene 
Determinante von pathogenen Organismen, ein single chain 
Antikorper oder Antikorper fragment, ein heterologes Enzym, 
ein Polyhistidyl Tag oder eine Peptidbibliothek ist. 

26. L-Form-Bakterienstamm, dadurch gekennzeichnet, dafl er 
rekombinante Proteine aufweist, die Omps mit fl-Faltblatt- 
struktur sind. 

27. Impfstoff enthaltend einen L-Form-Bakterienstamm gemafi einem 
der Anspriiche 24 bis 25. 

28. Verwendung eines L-Form-Bakterienstamms nach einem der 
Anspriiche 24 bis 26 zur Expression von Proteinen, als Impf- 
stoff, zur Herstellung eines Mittels fur die Diagnostik und 
Therapie, als Biokatalysator oder fur Interaktionsscree- 
nings . 

29. Verwendung eines L-Form-Bakterienstamms nach einem der An- 
spruchen 10 bis 11 zur Expression von Proteinen. 
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Abb. 2. 
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Abb. 4a: P. mirabllls LVI (p6H-42-3D7) 



oc 



in 



O 
O 
00 



o 
o 



o 
o 



O 

o 

o 
o 

.5 o 
E ^ 

is 

* O 

o 



o —» 




12 15 18 21 
Fermentationszeit [h] 




Fermentationszeit [h] 



BNSDOCID <WO 0166776A2J_> 



WO 01/66776 



5/12 



PCT/EP01/02630 



Abb. 4b: P. mlrabilis LVIWEI (p6H-42-3D7) 
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Abb. 7 

a) LacYH1-Sak 

MYYLKNTNFWMFGLFFFFYF FIMGAYFPFFPIWLHDINHISLQSSSFDKGKYKKGDDASYFE 
PTGPYLMVNVTGVDGKRNELLSPRYVEFPIKPGTTLTKEKIEYYVEWALDATAYKEFRWEL 
DPSAKIEVTYYDKNKKKEETKSFPITEKGFVVPDLSEHIKNPGFNLITKWIEKK 

ATGTACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTCGGTT TATTCTTTTTCTTTTACTTTTT 

TATCATGGGAGCCTACTTCCCG-mTTCCCGATTTGGCTACATGACATCAACCATATCAG 

CCrGC4g rCAAGTTCATTCGACAAAGGAAAATATAAAAAAGGCGATGACGCGAGTTATT 

TTGAACCAACAGGCCCGTATTTGATGGTAAATGTGACTGGAGTTGATGGTAAAAGAAAT 

GAATTGCTATCCCCTCGTTATGTCGAGTTTCCTATTAAACCTGGGACTACACTTACAAAA 

GAAAAAATTGAATACTATGTCGAATGGGCATTAGATGCGACAGCATATAAAGAGTTTAGA 

GTAGTTGAATTAGATCCAAGCGCAAAGATCGAAGTCACTTATTATGATAAGAATAAGAAA 

MAGAAGAAACGMGTCTTTCCCTATAACAGAAAMGGTTTTGTTGTCCCAGATTTATCA 

GAGCATATTAAAAACCCTGGATTCAACTTAATTACAAAGGTTGTTATAGAAAAGAAATAA 

b) LacYH1-3-Sak 

MWLKNTNFWMFGLFFFFYFFIMGAYFPFFPIWI HDINHISK SDTGIIFAAISI FSU FOPLFGL 
I ftDKLG! RKYU WIITGML VMF APFRFIFGPLLQYLQSSSF IEKK 

ATGTACTATTTAAAAAACACAAACTTTTGGATGTTOG GTTTATTnTTTTTnTTTTAC I I I I I 

TATOATGGGAGCCTACTTCCCGTTTTTCCCGATTTGGCTACATGACATOAACCATATCAG 

nAAAAGTGATAnGGGTATTATTTTTGCCGCTATTTCTCTGTTCTCGCTATTATTCCAACCG 

nTGTTTGGTCTGCTTTCTGACAAACTCGGGCTGCGCAAATACCTGOTGTGQATTATTAC 

nGGCATGTTAGTGATGTTTGCGCCGTTCTTTATTTTTATCTTCGGGCr.ACTGTTACAATA 

C CTGCA G TCAAGTTC ATTC GAAAAGAAATAA 
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c) SecYH1-Sak 

MAKQPGI .DFQSAKGGLGEI KRRI I FX/IGALIVFRIGSFIPIPf 
RQSSSF IEKK 

ATGGCTAAACAACCGGGATTAGATTTTnAAAnTGCOAAAnfiTGGCTTAGnnfiA^rT^A^ 

ACGCAGACTGCTGTTTGTTATCGGTfinnnTGATTGTGTTnnGTATTGGnTrTTTTATT^ 

GATCCCTGGTATTGATGCCGCTGTAr.TTGncAAACTGnTT GAGCAACAGr. GAGGnAr.r.A 

TCATTGAGATGTTTAACATGTTCTnTfiGTGGTGr:TrTnAfir.np i T crGC4g TCAAGrrCAT 
TC GAAAAGAAATAA 



d) SecYH1-3-Sak 



MAKQPGLOFQSAKGGLGFI KRRI I FVIGAI l\/ FRlfifi F |PlPfiinAAVI AKI I FOORttTliCMCM 
MFSGGAI SRASIFALGIMPYISASIIIQI I TVyHPTLAFIKKFGFfift RRKISOyTRYGTI VI AlPn 
SIGIATfil PM MPGMQGLVINPfi/ QSSSF IEKK 



ATGGCTAAACAACnGGGATTAGAn-rrnAAAGTGnnAAAGGTGGnTTAGGCGAGOTGAA 
ACGCAGACTGCTGTTTGTTATGGGTGCGnT^ATTGTGTTnnfiTATTGGnTnTTTTATTrr 
GATCCCTGGTATTGATGr.CGCTGTAmTGCnAAAnTfinTTGAGCAAnAf 

■CCAACGTTGGCAGAAATTAAGAAAGAAGGGfiA GTnTGGTnGTCGTAAGATnAGnr.AfiT 
ACACnCGnTACGGTAGTCTGGTGGTGGCAATATTmA GTCGATGGGTA TTGGTAnnGGT 
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nTGCCGAATA TfinCTGGTATSCAAQRC^GGTfiATTAA CCCGGGCCraC4g rnAAGTT 
CATTC GAAAAGAAATAA 

e) CcmAH1-Sak 

MnNKRTQRDIIFRIIWIIWSCALMAFWRYQIAGE STTBgi.QSSSF IEKK 



ATGGATAATAAGOGAACAC AGCGGGATATTATATTTAGCATAATATGGATTATTTGGTCA 
TGTGCATTAATGGC I I I I I GGCGATATCAAATAGCTGGTGAG 4GC4CC4CC4G4G44Cr 
GC4GTCAAGTTCATTC GAAAAGAAATAA 
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Abb. 8 
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O L-form bacterial strains which can be obtained according to the inventive method and to the use thereof for producing gene products. 
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